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Resumen

Introduccién: la fibrosis quistica (FQ) es una enfermedad hereditaria autosémica recesiva
causada por mutaciones en el gen que codifica una proteina con funcion de canal de cloruro
(CFTR). Se manifiesta como una enfermedad multiorgénica y se caracteriza por una gran
heterogeneidad clinica. Existen pacientes que no manifiestan las caracteristicas clinicas de la
forma clasica y se describen como FQ atipica o no clasica. El diagnéstico se basa en un
fenotipo clinico consistente mas evidencia de disfuncién del canal CFTR y/o en la
identificacion de dos mutaciones causantes de FQ. Ninguna de estas definiciones es suficiente
por si misma para establecer el diagndstico.

Objetivos: mostrar algunas limitaciones de los estudios de genética molecular en el proceso
diagnéstico de FQ.

Material y método: se consideran cinco casos clinicos de nifios referidos con dato clinico de
probable FQ y solicitud de estudio genético para la confirmacion diagndstica.

Resultados: |os estudios realizados no permiten confirmar el diagnéstico de FQ ni descartar
un posible diagnéstico de FQ atipica.

Conclusiones: la mayoria de las veces el diagnéstico de FQ es claro y los estudios genéticos
permiten la confirmacion diagndéstica, el asesoramiento genético y eventual diagndstico
prenatal. Sn embargo, el uso y la interpretacion de los analisis genéticos presentan diversas
dificultades relacionadas con la condicion clinico-paraclinica del paciente, las limitaciones
técnicasy la eleccién del conjunto de mutaciones a ser analizadas, especialmente en los casos
de FQ atipica. Este trabajo muestra el desafio que puede implicar para el clinico interpretar
un resultado molecular e integrarlo en el proceso diagnéstico de FQ.
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Introduccion

Lafibrosisquistica(FQ) es unaenfermedad genética con
herenciaautosdmicarecesiva, esdecir, unindividuo debe
tener mutaciones con pérdida de funcion en ambas copias
de su gen CFTR (cystic fibrosis transmembrane
conductance regulator) para manifestar la enfermedad.
Laincidencia de la enfermedad es de arededor 1:3.300
recién nacidos vivos en las poblaciones definidas como
caucésicas y la frecuencia de portadores sanos de una
mutacion (no identificables por sintomas clinicos ni por
elevaciones en €l test de sudor) es de 1:25%2. Es una
enfermedad multiorganicay | os sintomas son consecuen-
cia del transporte deficiente de cloruro a través de los
epiteliosdelasglandulas exdcrinas debido alaausenciao
disfuncién del canal decloruro del CFTR®. LaFQ seca-
racterizapor un amplio rango en su expresién clinicay una
gran variacion en la severidad y grado de progresion de
los diferentes 6rganos involucrados™. En su formaclési-
cay mas habitual se manifiesta como una enfermedad
pulmonar obstructiva crénica, insuficiencia pancreatica
exocrina(IP), elevacion de cloruro en sudor einfertilidad
en varones por azoospermia obstructiva. Un nimero im-
portante de pacientes tiene afectacion leve y es relativa-
mente frecuente el diagndstico en nifios mayores, adoles-
centes y aun adultos®.

LaFQ es causada por mutaciones en €l gen que codi-
fica para la proteina reguladora de la conductancia
transmembrana CFTR. El gen, situado en €l cromosoma?,
seaisld en 1989; desde entonces, se han identificado mas
de 1.600 mutaciones, actualizadas permanentementeen la
base de datos del Consorcio de Andlisis Genético para
Fibrosis Quistica(CFGAC)“%9, Lasmutacionesen €l gen
CFTR pueden clasificarse en cuatro grupos segiin sus
consecuencias clinicas: d) mutaciones que causan la FQ;
b) mutaciones que originan un desorden relacionado con
CFTR; ¢) mutaciones cuyas consecuencias clinicasno se
conocen, y d) mutaciones cuyas consecuencias clinicas
no estén probadas o son inciertas. La frecuencia de las
mutaciones del CFTR difiere entre las poblaciones. La
mutacion F508del (antes denominada DF508) es la més
frecuentey se encuentraen 70% o méasdelos cromosomas
de pacientes con FQ en las poblaciones de Europa sep-
tentrional; se observan frecuencias muy inferiores de
F508del en las poblaciones de Europameridiona®. Para
una poblacion dada, existen mutaciones especificas de
etnia que alcanzan frecuencias desde 1% hasta incluso
7%100 A ctualmente se dispone de andlisiscomerciales
que detectan sistematicamente un conjunto de unas 30
mutaciones con unaprevalenciasuperior a0,5%, lamayo-
riade las cuales se asocian a FQ clasica; unatasa de de-
teccion de mutaciones de 90% en una poblaci 6n especifi-
casignificaque unamutacion serdidentificadaen ambos

130

genes CFTR en 81% de | os pacientes con FQ tipica®. En
general, losmétodos de andlisis para detectar mutaciones
en el gen CFTR van desde |os paneles que contienen los
alelos més comunes causantes de la enfermedad hasta
métodos de secuenciacion y busqueda que permiten la
deteccion de mutaciones nuevas o rearreglos més com-
plejosy extensos; sin embargo, aun el estudio mas exten-
so de busqueda de mutaciones no permite detectar todos
los aelos de FQ en la mayoria de las poblaciones con
FQ®.

Se ha demostrado que pacientes con caracteristicas
clinicas diversas son portadores de dos mutaciones de
CFTR: pacientes con FQ clésica; pacientes con sintomas
maésleveseinicio delaenfermedad durante laadolescen-
ciao laedad adulta; pacientes con una Unica caracteristi-
ca clinica como, por eemplo, pancreatitis recurrente,
colangitis esclerosante, bronquiectasia“idiopética’ oin-
fertilidad masculina®. Las dos Ultimas categorias se aso-
cian con FQ atipicao no clasica. Laheterogeneidad en los
fenotipos observados puede atribuirse a varios factores
talescomo el genotipo CFTR, genes modificadores (otros
genesquealteran o influyen enlaexpresion delafuncién
del gen CFTR) y factores ambientales; por estarazon, se
observaunaenorme variacion en laevolucion delaenfer-
medad aun entre pacientes que presentan €l mismo geno-
tipo CFTRYy reciben tratamientos similares®.

La confirmacion diagnéstica de FQ se basa en un fe-
notipo clinico consistente méas evidencia de una disfun-
cionen el canal CFTR (pruebadel sudor o diferenciaenel
potencial transepitelial nasal) y/o en laidentificacion de
dos mutaciones causantes de FQ en posicion trans (en
cromosomas separados)®. La prueba del sudor con la
determinacién de la concentracion de cloruro contintia
siendo laprincipal herramientaparaconfirmar el diagnos-
tico. Lamayoriadelasvecesel diagnéstico de FQ esclaro
y sencillo derealizar: |as caracteristicas clinicas son tipi-
casy losvalores anormales en la concentracion de cloru-
ro apoyan €l diagndstico clinico®. En estos casos, |os
estudios genéticos no son estrictamente necesarios, si
bien son Utiles paraconfirmar el diagnosticoy parafacili-
tar los estudios en probables portadores y realizar aseso-
ramiento genéticoy diagndstico prenatal en lafamilia. En
el caso de una prueba del sudor limitrofe, en un paciente
con sintomas coherentes con FQ tipica, el andlisisgenéti-
co podriarespaldar el diagnéstico de FQ; si bien, incluso
s sedetectaunamutacion, su participacion enlaenferme-
dad puede no ser evidente pues se desconocen las con-
secuencias funcionales de numerosas mutaciones del
CFTR®4, En este sentido, en €l gen CFTR puede ocurrir
un amplio espectro de alteraciones moleculares y muta-
ciones poco frecuentes que ocasionan una disfuncién
parcia oresidual del canal CFTR y pueden estar asocia-
das con presentaciones atipicas de FQ con un fenotipo
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clinicomuy variable*?.

En Uruguay son muy incipientes los estudios sobre
las mutaciones més frecuentes para nuestra poblacion
especifica®®. El preliminar conocimiento epidemiol 6gi-
co de FQ en nuestro paisgeneraalgunasdificultadesen el
diagnostico molecular que repercuten en el tratamiento,
prondstico y asesoramiento genético de la enfermedad.
Por este motivo, lainterpretacion del andlisismolecular se
hace més complgjadebiendo maximizar € nimero de mu-
taciones estudiadas con el fin de asegurar que lamayoria
delosalel os causantes de enfermedad se encuentren con-
siderados.

En el Ingtituto de GenéticaMédica (IGM), lamayoria
de las veces | os estudi os genéticos se plantean para con-
firmar el diagnostico y realizar asesoramiento genéticoy
eventual diagndstico prenatal. Enfuncion del caso clinico
y del estudio solicitado por €l médico tratante se encuen-
tran a disposicién dos niveles de andlisis para detectar
mutacionesen el gen CFTR. El primero consisteen labls-
gueda de las mutaciones causantes de enfermedad mas
frecuentesen lapoblacion mundia (aproximadamente 104);
paraello, serealizaunasecuenciacion parcial delos exo-
nes e intrones del gen CFTR en los que se hallan presen-
tes dichas mutaciones (aproximadamente 66% de la re-
gion codificante). El segundo nivel deandlisis correspon-
dealasecuenciacion detodalaregion codificantedel gen
CFTR. Como seindico antes, este método permite detec-
tar mutaciones o rearreglos nuevos 0 mas complejos. En
el caso de una prueba del sudor limitrofe en un paciente
con sintomas coherentes con FQ atipica, puede ser nece-
saria una extensa detecciOn sistemética de mutaciones de
ambos genes CFTR pararespaldar estediagnésticoy solo
la secuenciacion completa se aproximard aunasensibili-
dad de 100%. El objetivo del presente trabajo es mostrar
las dificultades en el uso e interpretacién de |os estudios
de genéticamolecular parael diagnéstico de FQ, rediza-
dos en nuestro instituto, a través del andlisis de cinco
casos clinicos.

Material y método
Caso clinico 1 (CC1)

Paciente de sexo masculino de 7 afios y 10 meses de edad
a momento delaconsultaen el IGM del Hospital Italiano,
enviado paralarealizacion de estudio molecular paraFQ.
Del andlisis geneal 6gico surge que el nifio es producto de
tercera gestacion de la unién de pareja no consanguinea.
Segun relato de lamadre, por linea paternatendriaun tio
fallecido por FQ, tios gemelares varones fallecidos en €l
periodo neonatal inmediato de causa desconociday una
tia que —por relato familiar— seria portadora de FQ. Peso

de30kg (percentil 20-30), estaturade 131 cm (percentil 80)
y perimetro cefdlico de53 cm (+ 1DE).Al examenfisico se
mostro reactivo, colaborador y sin dismorfias. Paladar oji-
val. Antecedentes perinatales: parto de término alas 37
semanas de edad gestacional con peso a nacimiento de 4
kg, tdlade53 cmy perimetro cefalico de 36 cm. Lapuntua-
cién de Apgar fue de 8 a minuto y 9 a los 5 minutos.
Expulsb meconio antes de las 24 horas de vida. Alta con-
juntaalas 48 horas de vida. Reingreso alos dos dias del
ata con diagnostico de atelectasia de pulmén derecho
permaneciendo internado por tres meses. Permanecio en
su domicilio durante cuatro dias reingresando con igual
diagndstico, con una internacion de dos meses en esta
oportunidad. Antecedentes posnatales: buen crecimien-
to, asma con persistencia moderada que nunca requirio
internacidn en centro de tratamiento intensivo ni asisten-
cia ventilatoria mecanica. Durante la crisis se traté con
salbutamol y corticoides via oral y durante los periodos
intercriticos con corticoidesinhal atorios.

Varias neumopatias agudas (NA) amultiples|ébul os.
Delaparaclinicase destaca: test devan de Kamer normal,
trespruebas de sudor convaloresde 23,12y 24 mmol/L,y
dos pruebas de diferencia de potencial transepitelial na-
sal. Laprimeracon lossiguientesval ores: fosanasal dere-
cha-61.3mV y fosanasal izquierda-59.5 mV; lasegunda
convaloresde-60.7mV parafosanasa derechay -58.9 mV
parafosanasal izquierda.

Caso clinico 2 (CC2)

Paciente de sexo masculino de 9 afiosy 10 meses de edad
al momento de la consultaen e IGM, enviado con dato
clinico de FQ. El andlisis geneal 6gico muestraque el nifio
esproducto detercer embarazoy parto de parejajoven no
consanguinea. Tiene cinco hermanos sanos. Peso de 29
kg (percentil 10-25), tallade 131 cm (percentil 50) y perime-
tro cefélico de 53 cm (percentil 50). Al examen fisico no
presento dismorfias. Paladar alto. Antecedentes perinata-
les: parto detérmino con peso al nacimiento de 2,8 kg. Se
desconocen otros datos antropométricos. Antecedentes
posnatal es: crecimiento normal; apartir delos2 mesesde
vida comenzé con crisis de broncoespasmo asociado a
infeccion respiratoriabajaque requirio internacion. Hasta
los 2 afios, multiples episodios similares, uso de bronco-
dilatadoresinhal atorios en formacrénica, posteriormente
se fueron espaciando. En los Ultimos dos afios present
arededor de cuatro crisis por afio. Pautas madurativas
levemente retrasadas, marchaliberadaalos 2 afios. Histo-
riade reflujo gastroesof agico tratado con cisapridey me-
didasposturalesdelos 3 alos5 afios. Delaparaclinicase
destaca: tres pruebas del sudor con valoresde 40-49 mmol/
L y unacon unvalor de 68 mmol/L.
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Caso clinico 3 (CC3)

Paciente de sexo masculino de 6 afios de edad al momento
de la consulta derivado con solicitud de estudio molecu-
lar paraFQ. El andlisisgeneal 6gico muestraqueel nifio es
producto de tercer embarazo de parejajoven no consan-
guinea. Una hermana de la madre tuvo tres hijos varones
con FQ delos cuales vive solamente uno; este Ultimo fue
estudiado en nuestro instituto identificandose en doble
heterocigosis las mutaciones patogénicas N1303K vy
R334W. Peso de 19 kg (percentil 10), talla de 116,5 cm
(percentil 50) y perimetro cefélico de 55,5 cm (+ 2DE). Al

examen fisico no se apreciaron malformaciones externas
mayores ni menores. Antecedentes perinatales. cesareaa
término por presentacion podéica. Peso al nacimiento 2,8
kg, tallade 45 cmy perimetro cefalico de 34,5 cm. Lapun-
tuacion deApgar fuede 9 a minutoy 10 alos 5 minutos.

Estuvo una semanainternado en tratamiento con antibio-
ticos.Altaadomicilio alos 15 dias de vida. Antecedentes
posnatales: desarrollo madurativo dentro de |o esperado.

Multiples internaciones por cuadros infecciosos respira-
torios. Primerainternacion alos 6 meses de edad durante
un mes con diagndstico de bronquiolitis viral. Oxigeno
dependenciahastalos5 afiosy medio deedad. Delapara
clinica se destaca: test van de Kamer normal y tres prue-
basdel sudor con valoresde 15, 56 y 49 mmol/L.

Caso clinico 4 (CC4)

Paciente de sexo masculino de 6 afios de edad al momento
de la consulta, enviado con dato clinico de prueba de
sudor con valoreslimitrofes. Se solicitaestudio molecular
para FQ. El andlisis geneal 6gico muestra que el paciente
es producto de primer embarazo de parejajoven no con-
sanguinea. Existe el antecedente de un hermano fallecido
por ileo meconial con probable FQ. Peso de 25 kg (percen-
til 90-97), talla122 cm (percentil 90-97) y perimetro cefdico
de54 cm (percentil 97).Al examenfisico seobservo epicanto
bilateral y muescaen el hélix del pabell6n auricular dere-
cho. Antecedentes perinatales: parto a término con peso
a nacimiento de4 kg, tallade52 cmy perimetro cefélico de
32 cm. Lapuntuacion deApgar fuede9 a minutoy 10a
los5 minutos. Expulsd meconio el primer diadevida. Alta
a los dos dias. Antecedentes posnatales: crecimiento y
pautas madurativas acordes a la edad. Dificultad en la
motricidad gruesaasi como en lalecturay memorianumé-
rica. Portador de terreno atopico (uso esporadico de
antihistaminicos). Es constipado habitual. Probable me-
gacolon. Respirador bucal con adenoidismo. Dos episo-
diosdeinfeccion respiratoriabajaque requirio tratamien-
to con antibidticos, tos persistente por un lapso de tres
meses (hastalos 3 afios). Catal ogado como asmético. Con-
vulsion con fiebre alos 5 afiosy medio. Delaparaclinica
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se destaca: tres pruebas del sudor con resultados de 21,
22y 29 mmol/L.

Caso clinico 5 (CC5)

Paciente de sexo femenino de 6 afiosy 1 mes de edad a
momento de la consulta, enviada para estudio molecular
deFQ. El andlisisgeneal 6gico muestraquelanifiaespro-
ducto de segundo embarazo y primer parto de pargjajo-
ven no consanguinea. Al examen presentd peso de 20 kg
(percentil 50), talla 115 cm (percentil 3-10) y perimetro
cefdlico de 51,5 cm (percentil 50). Epicanto, prognatismo,
oregjas con hélix hiperplegado y clinodactilia del quinto
dedo aizquierda. Antecedentes perinatales: parto de tér-
mino, peso al nacimiento 2,7 kg (percentil 10), tallade 49
cm (percentil 40). Antecedentes posnatales: entrelos6 'y
12 meses presento infecciones urinarias. Reflujo vésico-
ureteral, conintervencion quirdrgicaalos 14 meses.A los
6 meses diagndstico de reflujo gastroesofagico. A los 14
meses presentd convulsiones, por lo que recibid medica-
cion durante dos afios. A los 2 afios y medio fue adenoi-
dectomizada. Bronquitisarepeticion. Crisisde broncoes-
pasmos tratados con broncodilatadoresy fisioterapiares-
piratoria. Diarreas arepeticion, uso deenzimas pancredticas
desde los 6 afios, asi como suplementos vitaminicos. De
laparaclinicase destaca, electroencefa ograma (EEG) que
muestra “pequefio foco epiléptico” y pruebas del sudor
convaloresquevarian entre44y 64 mmol/L.A los 13 afios
y 7 meses de edad se evalué nuevamente alapaciente. En
|o antropométrico, peso de 44 kg (percentil 25), tallade 159
cm (percentil 10-25) y perimetro cefalico de 55,5 cm (per-
centil 75). Sin dismorfias craneofaciales. Present6 dosin-
feccionesrespiratorias bajastratadas en domicilio. Porta-
dorade reflujo gastroesofagico con tratamiento quirdrgi-
co.Actualmente cursaprimer afio de secundariacon buen
rendimiento. Delaparaclinicase destaca pruebadel sudor
conunvalor de61 mmol/L.

Analisis molecular

Paradl primer nivel deandlisisserealizaron lasreacciones
en cadena de la polimerasa (PCR) necesarias, a partir de
acido desoxirribonucleico (ADN) gendmico extraido se-
gun Grimberg y colaboradores, 19894, para cubrir los
exones3,4,5,6,8,11,12,13,14, 16,17, 18,20, 22,23y 24y
las regiones colindantes exén-intron correspondientes.
Parael segundo nivel deandlisisserealizaron lasreaccio-
nes de PCR necesarias para cubrir los exones del 1 al 27.
Serealiz6 secuenciacion bidireccional con primers marca-
dos de cada amplicon (Applied Biosystems); |as secuen-
ciasresultantesfueron analizadas por el ectroforesis capi-
lar automatica (ABI 310, Applied Biosystems). Con este
estudio, para el primer nivel de andlisis, se secuencia



Rev Med Urug 2011; 27(3): 129-137

aproximadamente 66% de la regién codificante del gen
CFTR, donde se encuentran cercade 92% de las mutacio-
nes conocidas causantes de la enfermedad.

Ensuma, parael CC1ly CC4 seaplicarond primery e
segundo nivel deandlisis, mientrasqueparael CC2y CC3
segplico Unicamentee primer nivel. Adicionalmente, enel
CC4 serealiz6 estudio cromosdmico en linfocitos de san-
gre periférica con técnicas de bandeo G seguin protocolo
estdndar. En el CC5, enlahistoriaclinicaconstalareaiza
cion, alos 6 afios de edad, de un primer andlisismolecular
en el Centro Hospitalario de Nantes, Francia. A los 13 afios
y 7 meses de edad se realiz6 en el IGM, en colaboracion
con €l Centro de Genética Humana de la Universidad de
Boston (Estados Unidos), un segundo estudio de genéti-
camolecular queanalizd lapresenciadel04 mutaciones. A
los 16 afiosy 7 meses de edad se redlizd, en € IGM, la
secuenciacion completadel gen CFTR (segundo nivel de
andlisis).

Resultados
Caso clinico 1

Enel primer nivel deandisisseidentifico unamutaciénen
heterocigosisreportada como patogénica: 4006-1 G>A®,
No se registraron otras mutaciones causantes de enfer-
medad en el segundo nivel de andlisis segiin Castellani y
colaboradores, 2008“.

Caso clinico 2

En el primer nivel de andlisisno se detectaron mutaciones
reportadas como patogénicas segun Castellani y colabo-
radores, 2008“.

Caso clinico 3

Con €l primer nivel deandlisis seidentifico unamutacion
patogénicadefinidacomo N1303K en heterocigosis.

Caso clinico 4

El primer andlisismolecular en el gen CFTR identificd la
mutacion F508del en heterocigosis. No seregistraron otras
mutaciones causantes de enfermedad en el segundo ni-
vel®. En el estudio cromosdmico, en el total de las
metafases analizadas, se encontré unaanomalianumérica
con un total de 47 cromosomas, siendo identificado €l
cromosoma extra como un cromosoma X; férmula
cromosomica 47,X XY, que corresponde clinicamente al
sindromedeKlinefelter.

Caso clinico 5

El primer andlisismolecular (realizado alos 6 afios de edad)
en el gen CFTR realizado en el Centro Hospitalario de
Nantes informa ausencia de mutaciones en los exones 4,
7,10,11,13,17b, 19y 20. El segundo estudio de genética
molecular, realizado alos 13 afios de edad, no detecto la
presencia de mutaciones patogénicas en €l panel de 104
mutaciones. El tercer estudio realizado en €l IGM, secuen-
ciacion completadel gen CFTR, no detectd ningunamuta:
Cion patogénica, definidas segiin el Gltimo consenso en el
uso y lainterpretacion del andlisis de mutaciones de FQ
enlapracticaclinica®.

Discusion

En este trabajo se presentan cinco casos clinicos que co-
rresponden a nifios que consultan por primera vez en el
IGM con dato clinico de FQ o probable FQ, tres de ellos
con antecedentes familiares delaenfermedad, y donde se
planteael andlisis de genéticamolecular como partedela
elaboracion diagnostica. En todos | os pacientes se obser-
van diversas manifestaciones sinopulmonares, algunas
de dllas indicativas de FQ pero menos especificas que
otras consideradas “muy indicativas’ (como, por gem-
plo, infeccion respiratoria persistente por Pseudomonas
aeruginosa mucoide o polipos nasales en nifios). Asimis-
mo, tres de |os casos analizados presentan manifestacio-
nes gastrointestinales del mismo orden, “indicativas pero
menos especificas’, aexcepcion del CC5 que manifiesta
insuficienciapancredticaexdcrina (tablal). Por otraparte,
€l test devan de Kamer, redizadoenel CC1y CC3, mostro
resultados normales, mientraslosval oresdelapruebadel
sudor —unade | as herramientas principal es paraconfirmar
el diagnostico de FQ— mostraron valores considerados
normalesenel CC1, CC3y CC4y vaores patol 6gicos (su-
perior a60 mmol/L) enel CC2y CC5, en estelltimo endos
oportunidades. Asimismo, para el CC1 los valores de la
prueba de diferencia de potencia nasal serian patol 6gi-
cos(valoresinferioresa-40mV).

Como seindico antes, €l diagndstico de FQ se basaen
un fenotipo clinico consistente més evidenciade unadis-
funcionen el canal CFTR (pruebadel sudor, que contintia
considerandose €l “ estandar de oro” paralaconfirmacion
diagnostica, o diferenciaen el potencial transepitelial na-
sal) y/o en laidentificacion de dos mutaciones causantes
de FQ; no obstante, ninguna de estas definiciones es su-
ficiente, por si misma, paraestablecer el diagnéstico. Enel
caso de los pacientes presentados en este trabajo, el and
lisis genético es sugerido para respaldar u orientar un
posible diagnéstico de FQ®. En los casos aqui presenta-
dos serealizaron dostipos de estudiosidentificados como
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primer (secuenciacion parcial) y segundo (secuenciacion
completa) nivel deandlisisdel gen CFTR.Ambosniveles
deandlisisfueron realizadosen e CC1, donde seidentifi-
€0 unaUinicamutaci én patogéni ca (4006-1 G>A). Por otra
parte, la secuenciacion completa del gen CFTR mostré
dos polimorfismos definidos como M470V y 4700del T.
Los polimorfismos serefieren avariaciones en la secuen-
ciade ADN que presentan una frecuencia de, a menos,
1% en la poblacion general. Las consecuencias clinicas
de los polimorfismos observados en el gen CFTR son
objeto deintensay dispersa discusion. Algunos estudios
demuestran que en €l caso de mutaciones CFTR varios
polimorfismosen CFTR podrianinfluir enlaseveridad de
la enfermedad en sujetos con desordenes rel acionados al
CFTRYy FQ, y polimorfismos en genes modificadores po-
drian, asimismo, contribuir ala severidad dela FQ“'®, o
sea que la combinacion de una mutacion severa en un
alelo conunavariacion enlasecuenciaen €l aelo opuesto
podria, en principio, ser responsable de la aparicién de
fenotipos atipicos como ausencia congénita de vasos de-
ferentes, enfermedades pulmonares como bronquiectasia,
pancrestitisidiopéticacronica, sinusitis, aspergilosisbron-
copulmonar aérgicao asma, s bien en todos estos feno-
tipos hay una enormeinfluencia de otros factores genéti-
cos (no relacionados con €l gen CFTR) y factores no ge-
néticos como influencias ambientales'®. Por estas razo-
nes, en el Ultimo consenso, citado repetidas veces, sobre
el usoy lainterpretacién del andlisis de mutaciones para
FQ, sesugierenoinformar lospolimorfismosen laprécti-
caclinica, fundamentalmente debido alaaln discordante
informacién sobre |as consecuencias clinicas delos mis-
mos. Por ello, en este trabaj o se resolvié no comunicar la
presencia de polimorfismos en los resultados pero si en
este espacio de discusion paramostrar lacomplejidad en
lainterpretaciony el andlisisdelosresultadosdelos estu-
diosdegenéticamolecular. Ensuma, parael CC1 el andli-
sis de mutaciones en €l gen CFTR no es la respuesta a
dilemadiagndstico y sus limitaciones deben ser entendi-
das por el médico tratante que debe interpretar el andlisis
y utilizarlo en el contexto del escenario clinico (ademés, la
mayoria de las mutaciones CFTR no han sido funcional-
mente caracterizadasy paralamayoriael potencial diag-
nostico no esta claro)®. Dados los criterios diagnésticos
deFQ, e CC1 presentamanifestacionesclinicaslimitadas
a pulmbn, mientras que las evaluaciones de funcionali-
dad del CFTR muestran una pruebade sudor normal y una
diferenciade potencial nasal transepitelial patol6gica. Este
ultimo estudio present6 val ores patol égicos en dos opor-
tunidades, por lo tanto no es posible descartar €l diagnos-
tico de FQ atipica, donde pueden observarse val ores nor-
males o limitrofes en la prueba del sudor®?. En este caso
€l seguimiento clinico del paciente es muy importante.
Enel CC2 seredlizO e primer nivel deandlisisenel gen
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CFTR. No se identificaron mutaciones reportadas como
patogénicas seguin Castellani y colaboradores, 2008; sin
embargo, y siguiendo el criterio indicado més arriba, de
exponer en este espacio de discusion resultados cuya re-
levancia clinica se encuentran por determinar, seregistro
unavariacién en lasecuenciadefinidacomo L967S que ha
sido reportada previamente como un polimorfismo®?, sien-
do luego encontrada en un hombre con oligospermia y
pancreatitis idiopatica®. Por tanto, la patogenicidad de
estavariacion en lasecuenciadel gen CFTR esaln moti-
vo de discusién. En este paciente, que ademas presenta
un valor patol6gico de la pruebadel sudor, sejustificaria
laredizacion de unasecuenciacion completadel gen CFTR,
que se encuentra pendiente. Para este caso, 10s resulta-
dos no permiten confirmar un diagnéstico de FQ ni des-
cartar un posible diagndstico de FQ atipicao no clasica.

Enel CC3seredizd e primer nivel deandlisisene gen
CFTR, donde se identificd una mutacion patogénica en
heterocigosis. No sedetectaron polimorfismos. El CC3tie-
ne antecedentesfamiliares de FQ y lamutaci6n encontra-
da (N1303K) es una de las mutaciones presentes en la
familia Al igual queene CC2, en este paciente sejustifica
laredizacion de unasecuenciacion completadel gen CFTR.
Con estosresultados preliminares no es posible confirmar
un diagnéstico de FQ ni descartar un posible diagndstico
deFQ atipica.

En el CCA4, con antecedente de hermano fallecido con
probable FQ con ileo meconial, serealizo, en primer térmi-
no, el primer nivel deandlisis (secuenciacion parcial) que
identificd la mutacién patogénica frecuente F508del en
heterocigosis. La secuenciacion completadel gen CFTR
mostré lospolimorfismosM470V y 1525-61A>R. Lainter-
pretacion de estos resultados es similar ala planteada en
el CC1; noesposibleconfirmar el diagnéstico de FQ pero
tampoco puede descartarse un posible diagnéstico de FQ
atipica, siendo muy importante el seguimiento clinico del
paciente. Por otra parte, la presencia del sindrome de
Klinefelter (47,XXY) esun hecho concurrente dadalafre-
cuencia de esta patologia (1 en 1.000 varones nacidos
Vivos), sinrelacion conlaFQ.

Finalmente, el CC5 corresponde a una paciente, sin
antecedentes familiares de FQ, que consultd por primera
vez alos 6 afios de edad, con seguimiento clinico hasta
los 13 afios. Desde nifia, esta paciente presenté manifes-
taciones clinicasindicativas de FQ, con dos val ores pato-
|6gicos en la prueba del sudor (tabla 1). Tanto el primer
estudio genético paraFQ realizado con un panel de muta-
ciones (efectuado en un centro de referencia extranjero),
como el segundo (realizado en nuestro instituto), que con-
sistié en lasecuenciacién completadel gen CFTR, dieron
resultados negativos para mutaciones patogénicas, sin
deteccién de polimorfismos. La interpretacion de estos
resultados, y del caso clinico en su conjunto, no es senci-
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Tabla 1. Datos clinicos de los pacientes estudiados

Caso clinico 1

Caso clinico 2 Caso clinico 3

Caso clinico 4 Caso clinico 5

Edad 7 afios y 10 meses

Antecedentes
familiares

Tio paterno fallecido por FQ
Tia probable portadora FQ

9 afios y 10 meses 6 afios

Sin antecedentes a destacar Tres primos maternos con FQ

Tios varones gemelares fallecidos

periodo neonatal por
causa desconocida
Historia clinica Atelectasia de pulmon
al nacimiento
Neumopatias agudas
multiples I6bulos
Asma moderada

23 mmol/L
12 mmol/L
24 mmol/L

Pruebas del sudor

Andlisis molecular SP: 4006-1G>A

Van de Kamer normal
TAC normal
DPTN (1): FND: -61.3 mV;
FNI: -59.5 mV
DPTN (2): FND: -60.7mV
FNI: -58.9 mV

Otros estudios

Cuadros infecciosos
respiratorios multiples
Bronquiolitis viral
Oxigeno dependencia
hasta los 5 afios y medio

Broncoespasmos con
infeccion respiratoria
Reflujo gastro-esofégico

40 mmol/L 15 mmol/L

49 mmol/L 56 mmol/L

68 mmol/L 49 mmol/L
SP: no se detectaron mutaciones SP:N1303K

Van de Kamer normal

6 afos 6 afios y 1 mes con
seguimiento hasta 13 a 7m

Hermano fallecido con proba- Sin antecedentes a destacar
ble FQ con ileo meconial

Alérgico. Respirador bucal
Infecciones respiratorias Convulsiones. Bronquitis
Tos persistente Broncoespasmos. Diarreas

Asmaético. Constipado habitual Uso de enzimas pancreaticas
Probable megacolon y suplementos vitaminicos

Reflujo gastro-esofagico

21 mmol/L 44 mmol/L
22 mmol/L 64 mmol/L
29 mmol/L 61 mmol/L
SP: F508del SC: no se detectaron

mutaciones

Estudio cromos6mico: 47, XXY -

SP: secuenciacion parcial; SC: secuenciacion completa; DPTN: diferencia de potencial transepitelial nasal; FNI/D: fosa nasal izquierda/derecha
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Ila. Esta paciente reline los principales criterios para €l
diagnastico clinico paralaformaclésicade FQ, manifesta:
ciones sinopulmonaresy pancreaticasindicativas especi-
ficasy dosvalores patol 6gicos delapruebadel sudor. Sin
embargo, el estudio molecular no permiteidentificar muta-
ciones patogeénicas. Este es un claro ejemplo de un caso
con manifestaciones clinicas y paraclinicas consistentes
con FQ, pero sin hallazgos moleculares indicativos de la
enfermedad. Es importante recordar, como ya se indico,
que aun €l estudio més extenso de blisqueda de mutacio-
nesno permite detectar todoslosalelosde FQ enlamayo-
ria de las poblaciones. Laimposibilidad, al momento ac-
tual, paradetectar todas las mutaciones puede ser parcial-
mente explicadapor el hecho de que alin losandlisisgené-
ticos més avanzados paralas mutaciones CFTR estudian
solamente laregidn codificante y las uniones adyacentes
exonesintrones. Las mutacioneslocalizadasen lasregio-
nesintrénicasy promotoras, asi como secuencias regula-
doras mas distantes, no se examinan en forma rutinaria
asistencialmentey pueden, por o tanto, perderse. Por otra
parte, existe algunaevidenciade que otros genes, ademéas
del gen CFTR, podrian ser los causantes de FQ en una
pequefia fraccion de pacientes, pero estos descubrimien-
tos son todavia muy preliminares para ser usados en €l
contexto clinico®.

En Uruguay, como se menciono antes, el preliminar
conocimiento epidemiol égico acercadelaprevalenciade
FQy delafrecuenciagénicade las mutaciones causantes
delaenfermedad genera mayoresdificultadesen lainter-
pretacion del andlisis molecular, debiendo maximizar el
nimero de mutaciones estudiadas para asegurar que la
mayoriadelos al el os patogéni cos se encuentren conside-
rados. Adicionamente, causa que la sensibilidad clinica
que se estima del estudio (proporcién de individuos con
FQ que tienen un estudio molecular positivo: con dos
mutaciones causantes de enfermedad), si bien es aproxi-
mada, no sea precisaparanuestrapoblacion. Laconferen-
cia convocada por la Sociedad Europea de Fibrosis
Quisticainsistio enlarelevanciade conocer lafrecuencia
de mutaciones especificas de FQ en la poblacion a estu-
diar, yaque permite proveer de estudios moleculares con
un nivel de sensibilidad razonable®. Al momento, se en-
cuentraen curso el proyecto “ Desarrollo de herramientas
para mejorar e diagndstico molecular y asesoramiento
genético de fibrosis quistica en Uruguay” (ANIl FMV
2009 1 2668) acargo deunadelasautoras (Lic. Lucilla
Pizzo), el cual tiene entre susobjetivosrelevar, apartir de
labase de datos del IGM, valoresde prevalenciade FQy
defrecuencias alélicas de mutaciones causantes de enfer-
medad mediante unadiscriminacion entrelas distintasfor-
mas de presentacion de la FQ. Por otra parte, también es
importante destacar que en nuestro pais no se encuentra
disponible el estudio paraclinico de medidadeladiferen-
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ciade potencia transepitelial nasal que valoralafuncio-
nalidad del CFTR limitando, asimismo, laelaboracion cli-
nica diagndstica.

En suma, los avances en genética molecular deben
equipararse con un progreso similar en la interpretacién
clinicay enlacomunicacion con los pacientes®. El signi-
ficado de mutacionesraras, la correl acion genotipo/feno-
tipo en un individuo, larelevancia clinica de alelos com-
plejos y genes modificadores son todas cuestiones que
originan més preguntas que respuestas; en general, esun
desafio parael clinicointerpretar un resultado molecular e
integrarlo en el proceso de diagndstico de FQ®.

Summary

Introduction: cystic fibrosis is an autosomal recessive
hereditary disease caused by mutations of the genewhich
encodesaprotein withaCFTR chloride channel function.
It appearsasamulti-organ disease and is characterized by
agreat clinical heterogeneity. There are patients who do
not evidence the classic clinical characteristics and are
described as atypical or non-classic cystic fibrosis. Diag-
nosis is based on a consistent clinical phenotype and
evidence of dysfunction in the CFTR channel and/or in
the identification of two mutations causing cystic fibro-
sis. None of these definitions is enough in itself to con-
firm diagnosis.

Objectives: to show afew limitations on the molecular
genetic studies in the cystic fibrosis diagnostic process

Method: five clinical cases of children referred with
clinical data of probable cystic fibrosis were considered,
and they were regquested a genetic study to confirm diag-
nosis

Results: studies conducted do not enable the confir-
mation of cystic fibrosis diagnosis and neither do they
alow discarding a possible diagnosis of atypical cystic
fibrosis.

Conclusions: in most cases the diagnosis of cystic
fibrosisis clear and genetic studies enable the confirma-
tion of diagnosis, genetic counseling and the final prena-
tal diagnosis. However, use and interpretation of genetic
analysisresult in severa difficultiesregarding theclinical
and paraclinical characteristicsof patients, technical limi-
tations and choosing the mutations to be analysed, espe-
cialy in the case of atypical cystic fibrosis. The present
study showsthe challenge faced by clinicianswheninter-
preting amolecular result to incorporate it into the cystic
fibrosis diagnostic process.

Resumo

Introdugéo: afibrosecisticaFC éumadoengahereditaria
autossdmi carecessiva causada por mutagdes no gene que
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codifica uma proteina com fungdo nos canais de cloretos
CFTR. E uma doenca com manifestacdes multiplas e se
caracterizapor apresentar-se com grande variedade clini-
ca Alguns pacientes ndo apresentam as caracteristicas
clinicas classicas e nesses casos a doenca € chamada FC
atipica ou néo classica. O diagndstico é feito através do
fendtipo clinico mais consistente associado a evidencia
dedisfuncdo do canal CFTR e/ou naidentificagdo de duas
mutacBes causadoras da FC. Nenhuma dessas defini¢cdes
€ suficiente para estabel ecer o diagndéstico.

Objetivos. mostrar algumas limitagdes dos estudos
de genéticamolecular no diagnéstico de FC.

Material e método: sdo discutidos cinco casos clini-
cos de criangas referidas com historia clinica de FC
provével e pedido de estudo genético para confirmagéo
do diagndstico.

Resultados: os estudos realizados n&o permitem con-
firmar o diagnéstico de FC nem descartar um possivel diag-
nostico de FC atipica.

Conclusdes: na maioria dos casos o diagnéstico de
FC é claro e os estudos genéticos permitem confirmar o
diagndstico, 0 assessoramento genético e eventual diag-
nostico pré-natal. No entanto, 0 emprego eainterpretacdo
das andlises genéticas apresentam varias dificuldades re-
lacionadas com a condi¢&o clinica do paciente, as
limitacBes técnicas e aescolhado conjunto de mutagdesa
ser estudadas, especialmente nos casos de fibrose cistica
atipica. Estetrabalho mostrao desafio que o médico clini-
co enfrenta para interpretar um resultado molecular e
integra-1o ao processo de diagndstico de FC.
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