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Resumen

Objetivos: El presente trabajo tiene por objetivo
presentar el perfil genético de enfermos fibroquisticos
de la Provincia de Mendoza. Pacientes y método:
Se estudiaron 105 pacientes derivados del Centro de
Fibrosis Quistica con diagndstico clinico o test del sudor
positivo. Técnica: INNO-LIPA-CFIR 19 e INNOLIPA-
CFIR17; amplificacion gendémica mediante PCR
multiplex con sondas alelo-especificas. Resultados:
Se encontraron 18 mutaciones diferentes causantes de
fibrosis quistica. El 33,3% corresponde a la F508del;
NI1303K = 8,5%; G542X = 6,2%; W122X = 3,3%. Se
detecté la mutacion “africana” 3.120 + 1G > A en el
2,8% de los casos. Conclusidnes: nuestra prevalencia
y espectro de mutaciones en fibrosis quistica difieren de
otras publicadas en el pais. El hallazgo de mutaciones
reportadas con mayor frecuencia en paises africanos
sugiere que nuestra poblacion tiene influencias étnicas
diferentes. Se discuten las imprecisiones diagnosticas
que han generado en pequerios grupos de enfermos los
nuevos avances de laboratorio en genética: enfermos
“SMAF-Q Y PAF-Q” (explicacién en el texto).
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Genetic diagnosis of cystic fibrosis:
A 10-year provincial experience,
Mendoza, Argentina

Summary

Objective: To present the genetic background of
Cystic Fibrosis Patients from the Province of Mendoza,
Argentina. Patients and method: 105 patients
were studied during 10 years. referred from a Cystic
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Fibrosis Center to the genetic laboratory. Cystic Fibrosis
phenotype and /or abnormal sweat test were the referral
reasons. Technique: INNO-LIPA-CFIR19 and INNO-
LIPA CFIR 17, genome amplification through PCR
multiplex with allele specific probes were used. Results:
18 different mutations were detected F508 del frequency
was 33.3%; N1303K: 8.5%; G542X: 6.2%; W122X:
3.3%. The “African” mutation 3120 + 1G > A was found
in 2.8% of cases. Conclusions: Our prevalence of Cystic
Fibrosis mutations differs markedly from others reported
in our Country. African mutation detection suggests a
different ethnic origin for our population. We discuss a
small group of patients where genetic studies seem to
have created diagnostic difficulties (metabolic syndrome
and cystic fibrosis associated pathology).
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Abreviaturas

PECS: Posible Enfermo Clinicamente Sospechoso.

FQ: Fibrosis Quistica.

M: Mutacion.

NADA: No se encuentra ninguna mutacion.

OTRA: Se encuentra otra mutacion diferente.

CFTR: Cystic Fibrosis Transmembrane Regulator (nombre
internacional del gen mutado de la FQ en cromosoma 7).

Introduccion

La fibrosis quistica (FQ) es la enfermedad genéti-
ca severa, autosémica recesiva, mas frecuente en la
raza blanca. Se caracteriza por enfermedad pulmo-
nar infecciosa progresiva y malabsorcion.

El desarrollo de “kits” para estudios genéticos en
fibrosis quistica ha permitido dar un paso adelante
muy importante en la comprension de esta enferme-
dad multifacética y letal.!

El horizonte diagnéstico se ha ampliado asi y
complementa los pasos que se estan dando en todo
sentido para el diagnéstico muy precoz (DP) de la
enfermedad, aun antes que sea sintomadtica.? Este
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DP es la suma de desarrollos que comprenden: los
mapeos neonatales con tripsinégeno inmuno-reacti-
vo (TIR),*>* la contribuciéon de laboratorios con mu-
cha experiencia en la realizacién del test del sudor
segin normas muy rigurosas,® laboratorios de bio-
logia molecular y la creacién de grupos/centros con
especial interés en este tema que garanticen todas
los recursos para conseguir medicacién y aseguren el
seguimiento coordinado y normatizado para arribar
asi a la meta del DP y mejorar el pronéstico actual
aun mas.3 67

A pesar de los avances que aporta la genética,
existen pequefios grupos de “posibles enfermos cli-
nicamente sospechosos” (PECS) en los cuales la
genética con su enorme desarrollo ha introducido
simultdneamente dreas de incertidumbre.® Estos
PECS deben ser resueltos por estructuras de Salud
que comprendan simultdneamente las compleji-
dades de la genética (genetistas) y clinicos que en-
tiendan la imprecisién temporal que puede tener
el diagnéstico definitivo de la FQ, para enfrentar y
aconsejar calmadamente a las familias con nifios
cuyos diagnésticos “estan por confirmarse o re-
chazarse” .8

La derivacién de PECS al laboratorio del Centro
de Fibrosis Quistica, para confirmacioén diagndstica,
nos permite presentar las siguientes hipétesis sobre
los eventuales resultados de este trabajo:

a. Existen grupos de enfermos FQ claramente
confirmados como tales, al encontrarse 2 mutacio-
nes causantes de FQ (MCFQ), homo o heterocigotas,
en el cromosoma 7.

b. Se presentan PECS en los que el hallazgo de
una sola mutacién causante de FQ o aun dos, don-
de una de ellas no es patogénica, no permitiria la
confirmacién diagnéstica al comienzo de los sin-
tomas. En estos casos se requerird una evaluacion
en el tiempo para que se manifieste mas claramente
el fenotipo FQ: como la aparicién de Pseudomona
aeruginosa; alteracién de la elastasa fecal e inclu-
sive recurrir a esperar la evolucién del test del sudor
en el tiempo ya descripta en algunos casos.” Tam-
bién posiblemente habra que recurrir a Centros de
Investigacién Genética mas complejos que realicen
estudios de secuenciacion.

Pacientes y método

Criterios de inclusion: Se estudiaron 105 pa-
cientes (210 cromosomas) con sintomas de la en-
fermedad y/ o test de sudor elevado, cuyas edades
se encontraban entre 1 mes y 32 afios derivados del
Centro Provincial de Fibrosis Quistica.

Criterios de exclusion: se excluyeron del presen-
te trabajo los familiares de pacientes FQ portadores
de alguna mutacién en estado heterocigota, sin ma-
nifestaciones clinicas (portadores sanos).

Duracién del estudio desde el afio 2005 - 2015
inclusive.

Metodologia empleada: Las muestras de ADN
de los 105 enfermos fueron estudiadas mediante los
“kits” INNO-LIPA CFTR19 e INNO-LIPA CFIR17+1n,
de Innogenetics. Estos “kits” detectan las 36 mutacio-
nes mas frecuentes en Europa causantes de FQ seguin
el ACMG (American College of Medical Genetics). Estas
proveen un elevado nivel de deteccién en la pobla-
cién caucasica.

1. Separacién de ADN a partir de sangre ente-
ra anticoagulada con EDTA.

2. Amplificacién gendémica mediante PCR
multiplex (Polimerase Chain Reaction), con sondas
alelo especificas.

3. Identificacién de las mutaciones y polimor-
fismos en cada uno de los alelos del paciente (total
de 210 alelos), mediante la utilizacién de INNO-LiPA
CFTR19 e INNO-LIPA CFIR17+1n, de Innogenetics.

Resultados

En 56 de los 105 pacientes se detectaron dos mu-
taciones. Dentro de este grupo, 19 fueron homoci-
gotas y 37 heterocigotas compuestos; es decir, pre-
sentaban dos mutaciones diferentes en el gen CFTR
(Cystic Fibrosis Transmembrane Regulator), cada una
proveniente de un progenitor).

En 37 enfermos se hallé una sola mutacién y en
12 pacientes no se pudo identificar ninguna con el
kit utilizado (12,6%) Tabla 1.

Tabla 1. Genotipos encontrados en pacientes fibroquis-
ticos de Mendoza.

Pacientes Pacientes FQ Pacientes FQ
. FQcondos  conuna con ninguna
Genotipos . . L. Total
mutaciones  mutacion mutacion
identificadas identificada  identificada
Homocigotas 19 0 0 19
Heterocigotas 37 37 0 74
Genotipo no
identificado 0 12 12
Total 56 37 12 105

En la poblacién de pacientes FQ de Mendoza,
estudiados en el presente trabajo, se detectaron 18
mutaciones diferentes causantes de FQ, de las cua-
les la mas prevalente es la F508 del, presente en
el 33,3% de los alelos. La siguiente en frecuencia
es la N1303K en 8%. Con una prevalencia de 6%
se encuentran 3849+10kbC>T y G542X. Mientras
que las mutaciones W1282X y 3120+1G>A se en-
cuentran en alrededor del 3% de los casos (3.120
+1G>A: mutacién “africana”.!® Las frecuencias
R1162X y G85E se hallan cerca del 2%, y el resto
de las mutaciones se presentan por debajo del 2%
de los alelos estudiados Tabla 2.
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Tabla 2. Espectro y frecuencia de mutaciones del gen
CFIR en pacientes FQ.

Mutacién Alelo mutado / Total alelos %
F508del 70/210 333
N1303K 18/210 8,5
3849+10kbC>T 13/210 6,2
G542X 13/210 6,2
W1282X 7/210 3,3
3120+1G>A 6/210 2,8
R1162X 47210 1,9
G85E 4/210 19
D1152H 3/210 1,4
1717-1G>A 2/210 0,95
2789+5G>A 2/210 0,95
2184 del A 1/210 0,47
2183AA>G 1/210 0,47
R334W 1/210 0,47
R117H 1/210 0,47
R553X 1/210 0,47
7T11+1G>T 1/210 0,47
G551D 1/210 0,47
Total 149/210 70,95

En la Tabla 3, se puede observar la evidente di-
ferencia entre nuestros resultados y los reportados
por otros autores en Latinoamérica,!® especialmente
en lo que respecta a la mutacién F508del con 33,3%
vs 59,15% y la presencia/ausencia de la mutacién
“africana” 3120+1G>A Tabla 3.

Tabla 3. Comparacion de las mutaciones mas frecuen-
tes de nuestro trabajo con las reportadas en la literatura
latinoamericana.’®

. 3120+1G>A
Referencia  F508del ~ G542X  N1303K  W1282X  R1162X (africana)
Pérez M,

59,15% 4,90% 2,25% 217%  0,72% NO
Luna M
Lentini-

33,3% 6,2% 8,5% 3,3% 1,9% SI:2,8%
Navarta
Discusion

El diagnéstico de la FQ aun descansa firmemente
en sus fenotipos y en la determinacién del test del su-
dor segun la técnica clasica de Gibson-Cooke.! Las
normas actuales de diagnostico de FQ se resumen en
la siguiente Cuadro 4.

Cuadro 4.

FQ: el diagnéstico actual es una combinacion de la presencia de:

Una de estas situaciones Mas de una de éstas

1+ Caracteristicas fenotipicas Aumento test sudor en 2 ocasiones

Hermano con FQ 2 mutaciones CFQ

Test Pesquisa Neonatal. Positivo (TIR) Potenciales Nasales anormales

The diagnosis of Cystic Fibrosis: A consensus statement. Rosenstein B.
Cutting G for the Cystic Fibrosis Consensus Panel. J Pediatr 1998;132:
589-95. CFQ: causantes de FQ.

La incorporacién de los estudios genéticos a la
ecuacion diagnostica permite la mejor definicion del
fenotipo fibroquistico, pero a la vez presenta las si-
guientes limitaciones:

a. El elevado nimero de mutaciones en el gen
CFTIR del cromosoma 7 (mds de 2.000 a la fecha) y
el saber que no todas esas mutaciones son causantes
de FQ, asi como la imprecisién sobre el papel pato-
génico de algunas.'?

b. Algunos enfermos pueden tener grandes de-
leciones y/o otras mutaciones no detectadas con los
“kits” habituales, pero si a través de nuevas técnicas
como NGS (New Generation Sequencing).'®

c. El hecho que no todas las mutaciones detec-
tadas en el locus del cromosoma 7 son causantes de
FQ enfermedad.'®

d. Algunas mutaciones (como la R117H) podran
ser causantes de patologia FQ o no, dependiendo de
su combinacién con otros genes FQ anémalos; que
pueden estar en posicion “cis” o “trans” (en el mis-
mo cromosoma o en el otro) y también dependien-
do del acompafiamiento de un numero variable de
“repeticiones” de las bases T (timina) o GT (guanina
timina) en su cercania.'?

e. Lainfluencia de factores epigenéticos y/o mo-
dificadores de la expresion del gen.!®

f. La disponibilidad de diferentes métodos para
estudios genéticos con variable sensibilidad y cuyo
espectro de mutaciones detectables, muchas veces
no corresponde al patrén predominante en la pobla-
cién donde se aplica.™

g. La existencia de “grupos especiales” de “po-
sibles fibroquisticos.”: “SMAF” y “PAF” que arrojan
mas imprecisiones sobre el diagndstico, como se dis-
cutird mas adelante.

Teniendo en cuenta los hallazgos genéticos
del presente trabajo podemos decir que la fre-
cuencia de mutaciones difiere sensiblemente de
lo publicado por otros autores sobre poblacion
FQ en Argentina.!° Estas diferencias pueden ser
atribuidas a la existencia en nuestra provincia de
poblaciones con distinto origen étnico.'* La mayor
diferencia observada es sobre todo en la mutacién
mas frecuente descripta en la raza blanca F508del,
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que en dichos reportes es del 59% y en este estudio
mendocino es de 33,3%.

Ademas, en nuestro trabajo encontramos
una prevalencia del 2,8% para la mutacién
3120+1G>A, de origen africano, la cual puede
atribuirse a razones poblacionales, ya que Men-
doza, a comienzos del siglo XIX, concentré gran
numero de pobladores de esa procedencia por ser
un paso obligado para la venta de esclavos a Chi-
le.’s A este hecho histérico puede agregarse el rol
protector que ejerce el gen CFTR mutado frente a
enfermedades como el célera, lo cual determina
la persistencia de la mutacion en la poblacion de
raza negra heterocigota sobreviviente, en forma
selectiva.'’

Frente a los resultados de este trabajo, nos en-
contramos con cifras de mutaciones en posibles en-
fermos clinicamente sospechosos que plantean las
siguientes situaciones:

a. Los PECS con resultados genéticos homocigo-
tos (M/M) o heterocigotos (M/OTRA) determinados
con un “kit” para 36 mutaciones causantes de FQ,
los clasifica definitivamente como enfermos FQ.

b. Los PECS con una sola mutacién causante de
FQ (M/NADA).

c. Los PECS donde NO se encuentra ninguna
mutacion (NADA/NADA).

Con respecto a los grupos (b) y (c), sequramen-
te se pueden plantear las siguientes alternativas
“confirmatorias”: 1) seguimiento especializado
para su confirmacién con elementos fenotipicos
mas “precisos” ie: aparicién de cultivos positivos
para Pseudomona aeruginosa o alteracién de las
determinaciones de elastasa fecal; 2) esperar la
“evolucion” del test del sudor;'® 3) derivar directa-
mente las muestras a Centros de Estudios genéticos
de mayor complejidad (casi siempre imposible por
sus elevados costos).

Por otra parte, la implementaciéon del mapeo
neonatal con TIR y los estudios genéticos han
dado lugar a las siguientes complicaciones: Diag-
noésticos no confirmados o inciertos.

1- SMAF-Q (sindrome metabdlico asociado a la FQ).*®

Recién nacido asintomatico que presenta TIR
anémalo (hipertripsinogenemia) - en mapeo neo-
natal - debe ser considerado SMAF si tiene: a) test
sudor con valores intermedios cuanto menos en 2
ocasiones y menos de dos mutaciones causantes de
FQ o b) test sudor normal y 2 mutaciones F.Q. de las
cuales sélo una se sabe es causante de FQ.

2- PAF-Q (Patologia asociada a la F.Q.):%

“Pacientes con valores de test del sudor interme-
dios que no tienen o que sélo tienen 1 CFIR y con
clinica positiva que sugiere disfuncion del CFIR se
llamaran PAF-Q (azoospermia, bronquiectasias,
pancreatitis aguda o recurrente, sinusitis crénica),
dependiendo de su cuadro clinico o historia familiar.
Estos enfermos estan en “riesgo de ser FQ".

Limitaciones de este trabajo

1- La derivacién al laboratorio de genética de
PECS no certifica siempre el diagnoéstico de FQ Esto
es mas evidente en los lactantes donde son tan fre-
cuentes los cuadros respiratorios repetitivos y/o pro-
longados que pueden determinar la derivacién con
la sospecha de PECS.

2- El seguimiento: al no participar del mismo,
hace que aquellos enfermos con hallazgos genéticos
MUTACION/NADA o NADA/NADA no pueden ser
certificados definitivamente como FQ al momento
de esta publicacién. Desafortunadamente razones
econémicas impiden aplicar la secuenciacién gené-
tica a todos los no clasificados.

3- Los “kits” utilizados para estudios genéticos
introducen una limitacién diagnéstica al estar éstos
enfocados en la genética de poblaciones europeas. Si
bien la inmigracién europea ha sido una parte im-
portante de nuestra historia poblacional, este origen
no es el unico.

Como fortalezas del presente trabajo pode-
mos citar:

* Que se trata de un estudio genético hecho so-

bre la poblacién mas grande de FQ de Mendoza

durante un periodo de 10 afios.

e La relacion estrecha del laboratorio de biologia
molecular con el Centro de Fibrosis Quistica permi-
te certificar el diagndstico con mayor certeza.

e La sistematizacién de estos estudios genéticos
a la mayor parte de los enfermos sospechosos de
FQ a partir del TIR permite el diagndstico pre-
cocisimo que es lo aconsejado en la actualidad
para proceder a la terapéutica en el inicio de la
enfermedad.

Conclusiones

Las Mutaciones Causantes de Fibrosis Quistica
encontradas en nuestra poblacion FQ muestran fre-
cuencias muy diferentes a otros reportes de Latinoa-
mérica. La mayor diferencia observada es sobre todo
en la mutaciéon mas frecuente descripta en la raza
blanca F508 del que en dichos estudios es del 59% y
en nuestro trabajo mendocino es de 33,3%. La exis-
tencia del gen mutado “africano” (3120+1G>A) en
nuestra poblacién apoyaria este concepto.

Se sugiere que los siguientes hallazgos podrian
clarificar los casos dudosos y asegurar el diagnoéstico
en los Posibles Pacientes Clinicamente Significativos:
verificar la aparicién de cultivos positivos para Pseu-
domona aeruginosa, el incremento de elastasa fecal,
la cual ha reemplazado al test de Van De Kamer,
y la posible positivizacién del test del sudor con el
tiempo.

Tras los nuevos avances genéticos, han quedado
“zonas grises” de diagndstico (SMAF-Q y PAF-Q).

Finalmente, los estudios moleculares han per-
mitido ampliar los conocimientos y han contribui-
do al disefio de nuevas estrategias terapéuticas.
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A pesar de todo lo expuesto, el diagnéstico de

la FQ sigue siendo directo en un gran porcentaje
de casos.
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