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ABREVIATURAS

ABCD Ausencia Bilateral de Conductos Deferentes

ABPA Aspergilosis Broncopulmonar Alérgica

AMPc Adenosin Monofosfato Ciclico

ATP Adenosin Trifosfato

CVF Capacidad Vital Forzada

ENaC Canales de Sodio Regulados por Amiloride

FQ. Fibrosis Quistica

1P Insuficiencia Pancreatica

MSD Dominio Trans-membrana

NBD Dominio de Unién a Nucleotido

ORCC Canales de Cloro Rectificados Externos

PCI Pancreatitis Cronica Idiopatica

R Centro Regulador

RTFQ Regulador de la Conductancia Transmembrana de la Fibrosis Quistica
SP Suficiencia Pancreética

VEMS Volumen Espiratorio Forzado en el Primer Segundo
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1.- JUSTIFICACION

La Fibrosis Quistica (FQ) es una enfermedad hereditaria, de transmision autosémica
recesiva, ocasionada por la mutacion de un gen localizado en el brazo largo del
cromosoma siete. Este gen codifica una proteina de 1480 aminoacidos que actiia como
un canal de cloro dependiente de ATP y AMPc llamado Regulador de la Conductancia

Transmembrana de la Fibrosis Quistica (RTFQ)'.

La FQ es la enfermedad hereditaria mas frecuente en la raza caucasica; sin
embargo, es causante de enfermedad en todos los grupos étnicos. Se han observado
incidencias que van de 1:2.500-3.000 nacidos vivos en la raza blanca hasta 1:30.000
nacidos vivos en asiaticos. En Espafia, de acuerdo al programa de tamizaje neonatal en

Catalufia, se ha calculado una incidencia de 1:5.352 nacidos vivos®.

Esta proteina se sintetiza en el reticulo endoplasmico, a continuacién pasa al aparato
de Golgi donde es glicosilada y sufre un plegamiento sobre si misma para
posteriormente pasar a través del citoplasma, acompafada por proteinas chaperonas, y
localizarse finalmente en la membrana apical de los epitelios secretores de las

glandulas exocrinas.

Hasta la fecha se han descubierto mas de 1.400 mutaciones y 200 variables y
polimorfismos diferentes causantes de la enfermedad, y su prevalencia varia

ampliamente de acuerdo al grupo étnico y el area geografica que se estudie.
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Esta enfermedad se caracteriza por un amplio abanico de expresiones clinicas. Los
pacientes suelen desarrollar, desde los primeros meses de vida, manifestaciones
digestivas, hepatobiliares, enfermedad respiratoria progresiva, colonizacion cronica de
la via aérea, elevacion de los niveles de i6n cloruro en sudor, disminucion de la
fertilidad en las mujeres e infertilidad en los varones®. Ademas, existe un grupo de
pacientes, que se corresponderian con un 4% del total de pacientes con FQ segin el
Registro Americano de FQ publicado en 1998* que pueden cursar asintomaticos, con
manifestaciones clinicas leves o atipicas de la enfermedad durante los primeros afios de

la vida y que son diagnosticados, si lo son, en la edad adulta.

La gran diversidad tanto en el genotipo como en el fenotipo ha sido ampliamente
investigada con el fin de tratar de correlacionar el genotipo con la variabilidad de las
manifestaciones clinicas de la enfermedad. En este sentido, se ha demostrado una
correlacion estrecha entre el genotipo y la insuficiencia pancreatica (IP) y con la
ausencia bilateral de conductos deferentes (ABCD). Sin embargo, la correlacion entre
el genotipo y la gravedad de la enfermedad pulmonar no ha podido ser plenamente
demostrada y se ha postulado que otros genes’, diferentes del gen de la FQ, y factores
ambientales podrian ser los factores mas determinantes en el desarrollo, progresion y

gravedad de la enfermedad pulmonar®.

Aunque la Unidad de FQ de Adultos no fue reconocida oficialmente en nuestro
centro hasta 1997, nuestro grupo viene trabajando en esta enfermedad desde muchos
afios antes. De hecho, en 1984 publicamos nuestro primer caso de FQ diagnosticado en

la edad adulta, y ya intuiamos que formas leves de la enfermedad con escasa expresion
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clinica durante la infancia podria ser mas frecuente de lo que hasta entonces se

reconocia y que deberian ser diagnosticados en la edad adulta.

La presente Tesis, pretende dar respuesta a las preguntas que nuestro grupo se
planted cuando se asumi6 la unidad de FQ de adultos y que eran toda una incognita.
Desconociamos si realmente las formas leves de FQ eran tan raras como se decia o por
lo contrario eran mds frecuentes pero no se diagnosticaban porque los médicos de
adultos no tenian a la FQ dentro de los posibles diagndsticos diferenciales. Otra
cuestion era conocer cuales eran las manifestaciones clinicas que nos deberia hacer
sospechar que estabamos ante un paciente con una forma leve de FQ. Por ultimo, nos
llamo6 poderosamente la atencion el hecho de la escasa correlacion encontrada entre el
genotipo y la gravedad de la enfermedad pulmonar, teniendo en cuenta que la
enfermedad pulmonar es la que marca el pronostico de los pacientes. En este sentido,
revisando la literatura observamos que la gran mayoria de los estudios habian sido
realizados en poblacion infantil por lo que éstos iban a ser portadores de las mutaciones
mas graves y que por tanto, existia un vacio significativo al no incluir en el andlisis
aquellas mutaciones que podrian ser mas frecuentes en la edad adulta y diferentes a las

de los pacientes diagnosticados en la infancia.

11
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2.- MARCO TEORICO

2.1.- DEFINICION

La fibrosis quistica (FQ), también conocida como mucoviscidosis o fibrosis quistica
del péncreas, es la enfermedad hereditaria de transmision mendeliana autosémica
recesiva mas grave y mas frecuente en la raza blanca. Esta enfermedad est4 ocasionada
por la mutacién de un gen localizado en el brazo largo del cromosoma siete, el cual
codifica para una proteina de 1480 aminoacidos llamada Regulador de la Conductancia
Transmembrana de la Fibrosis Quistica (RTFQ)’, una proteina que normalmente regula
y participa en el transporte de electrolitos a través de la membrana celular y

< . . 8
probablemente también a través de las membranas intracelulares”.

El RTFQ funciona como un canal de cloro regulado por AMP ciclico y esta
localizado en la membrana apical de las células de los epitelios secretores y de
absorcion de las glandulas exocrinas del aparato digestivo, aparato respiratorio,
glandulas sudoriparas y aparato genital. La disfuncién de esta proteina da lugar a un
desequilibrio en la concentracion de iones a través de la membrana celular. El grado de
disfuncion del RTFQ se traduce en una amplia gama de manifestaciones clinicas como
los cuadros clasicos de la enfermedad en los primeros meses de vida, las expresiones
atipicas que con frecuencia no se manifiestan hasta que el paciente alcanza la edad

adulta o la enfermedad mono sintomatica.

12
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2.2.- ANTECEDENTES HISTORICOS

Los primeros informes de nifios con cuadro clinico sugestivo de fibrosis quistica
datan de mediados del siglo diecisiete, muchos de ellos son, inclusive, anteriores a la
cancion infantil alemana fechada en el siglo dieciocho que dice: “El nifio a quien al

besarle la frente sabe a sal, pronto morira”.

A principios del siglo veinte se describieron muchos de los sindromes clinicos que
caracterizan a la fibrosis quistica. En 1905, Landsteiner describid el cuadro de ileo
meconial’. Garrod en 1912, describi6 nifios con esteatorrea que fallecian por
bronconeumonia'®. El pediatra suizo Fanconi describi6 en 1936 a nifios con “sindrome

celiaco” que ademas tenian anormalidades pancreaticas' .

El término fibrosis quistica del pancreas fue acufiado en 1938 por Dorothy
Andersen del Babies’ Hospital New York'? que describié por primera vez la fibrosis
quistica como una entidad claramente definida. En su estudio refirié6 un grupo de 49
neonatos con obstruccidn intestinal y complicaciones respiratorias, y atribuyé muchas
de las anormalidades histologicas a la deficiencia de vitamina A. En estudios
posteriores sustentd la teoria de que la deficiencia de vitamina A jugaba un papel
importante en el desarrollo de la enfermedad, apoy¢ el uso de suplementos de vitamina
A en la dieta de los pacientes y postuld que la bronquitis persistente, que complicaba la
enfermedad, era el resultado de la mala absorcidon de vitamina A y posiblemente de

otras substancias lipo-solubles como consecuencia de la deficiente secrecion de enzimas

13
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pancreaticas'>'*'>. Ademas, concluyé que la terapia nutricional deberia empezar de
forma temprana, que la efectividad del tratamiento nutricional dependia del tipo y grado
de infeccion respiratoria, y que cuando ésta se iniciaba con posterioridad al inicio de la
bronquitis supurativa, la terapia nutricional podria prolongar la vida pero no cambiaba

el pronéstico de la enfermedad'®.

En 1949, Lowe y colaboradores sefialaron que la FQ podria ser causada por un
defecto en un gen en base al patrén autosémico recesivo de la enfermedad'’. Al inicio
de la década de los 50’s, se postulé que una elevada concentracion de electrolitos en
sudor podria ser un signo caracteristico del diagndstico de la enfermedad. Este signo,
descrito por Paul A. di Sant’Agnese durante una onda de calor en Nueva Cork, valido
la descripcion que se hacia en libros antiguos del “sindrome del bebe salado™'®. El
diagnéstico de la FQ permanecié como un diagndstico clinico hasta 1959 en que Gibson
y Cooke desarrollaron la prueba del sudor en base a la observacion de que el choque de

; .  n . . . , .- 19
calor ocurria con mayor frecuencia en nifios con insuficiencia pancreatlca .

En 1964 Leroy Mathews de la Case Western Reserve University en Cleveland,
realizé una revision del conocimiento que se tenia de la enfermedad en esa época y
enfatizo el papel que tenia la terapia integral en la mejoria de la supervivencia de los
pacientes con FQ®. Ellos iniciaron un programa de tratamiento integral que incluia el
tratamiento agresivo de las infecciones pulmonares, el uso de suplementos de enzimas
pancredticas, intervenciones nutricionales, hidratacion y suplementos orales de sal para
prevenir la deshidratacion y el choque de calor. Este régimen fue la base de la terapia

integral que realizan las unidades de FQ en nuestros dias.

14
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A principio de la década de los ochenta, Hopfer presentd un trabajo donde sugeria
que el defecto fisioldgico principal era debido a un transporte anormal de electrolitos a
nivel epitelial”’. En 1981, el Dr. Michael Knowles de la Universidad de Carolina del
Norte demostrdé de manera objetiva esta disfuncion epitelial al encontrar una diferencia
de potencial nasal anormal®. Quinton en 1983 publicé que el transporte anormal de
cloro era la causa de la elevaciéon anormal de electrolitos en el sudor de los pacientes

C o r 23
con fibrosis quistica™.

La “era moderna” del estudio y tratamiento de la FQ se inici6 en 1989 cuando el
gen que codifica para el RTFQ fue clonado por Collins, Riordano, Tsui y
colaboradores, en un trabajo conjunto de la Universidad de Michigan y la Universidad
de Toronto™. Este descubrimiento dio inicio al conocimiento de la fisiopatologia
molecular de la enfermedad. Desde entonces se han identificado centenares de
mutaciones del RTFQ; se conoce que esta enfermedad puede manifestarse con un
amplio espectro de manifestaciones clinicas y se iniciaron una serie de trabajos clinicos

con el fin de encontrar una relacion entre el genotipo y el fenotipo.

15
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2.3.- EPIDEMIOLOGIA

La prevalencia e incidencia de la fibrosis quistica varia ampliamente dependiendo
del grupo étnico y el area geografica que se estudie. Se estima que esta enfermedad
afecta a 30,000 pacientes en los Estados Unidos, a 60,000 pacientes a nivel mundial y

que 10 millones de personas son portadores de mutaciones del RTFQ?.

Algunos modelos estadisticos concluyen que la incidencia de la enfermedad es de 1
en 3.419 nacidos vivos en blancos y de 1 en 12.163 en no blancos®®. En los Estados
Unidos, se ha publicado que la incidencia de la enfermedad en caucasicos es de 1:3.200,
en afro-americanos de 1:15.000 y en asiaticos de 1:31.000””. En Espafia, después de
haber estudiado a 12.000 nacidos vivos en el programa de cribado neonatal de fibrosis
quistica de Cataluiia, se sabe que la incidencia de la enfermedad en nuestro medio es de

1 en 5.352 nacidos vivos>.

Anteriormente se consideraba a la fibrosis quistica como una enfermedad de la edad
pediatrica y que su evolucion llevaria al enfermo a la muerte a corta edad; sin embargo,
en la actualidad cada dia se incrementa mas el nimero de pacientes adultos afectos de la
enfermedad. Mientras que en la década de los sesentas los pacientes tenian una
esperanza de vida de 7 afios, actualmente la esperanza de vida en algunos paises es de

28,29

mas de 30 afios™"". Se calcula que los pacientes nacidos en la década de los afos 90 y

diagnosticados en la infancia tengan una expectativa de vida de 40 afios™.

16
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Kulich et al.*' evalué el incremento en la supervivencia de pacientes con FQ en los
Estados Unidos de 1985 a 1999. Al dividir a los pacientes por grupos de edad, observo
un descenso del 61% en la mortalidad entre los pacientes de 2 a 5 afios, 70% para el
grupo de 6 a 10 afos y 45% para pacientes en edades de 11 a 15 afios. A pesar de que
ambos sexos se han beneficiado de esa tendencia, el sexo femenino tiene una
supervivencia significativamente menor, con una esperanza de vida de 3 a 5 afios menos

sz 32
cn comparacion con los varones™.

El mejor manejo nutricional asi como el empleo de tratamientos agresivos en
unidades especializadas son factores determinantes en el incremento de la supervivencia
de los enfermos®. Debido a esto, la proporciéon de pacientes adultos con fibrosis
quistica va en aumento, y se estima que actualmente mas de un tercio de los pacientes
son adultos®. Ademas, a este grupo deben afiadirse los pacientes diagnosticados de FQ

en la edad adulta.

17
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2.4.- GENOTIPO

2.4.1.- Estructura del Regulador Transmembrana de la Fibrosis

Quistica

La fibrosis quistica es causada por la mutacién de un gen de 230 kb constituido por
180.000 pares de bases distribuidos en 27 exones, localizado en el brazo largo del
cromosoma siete (7q31.2), que codifica para una proteina de 1480 aminoacidos llamada

Regulador de la Conductancia Transmembrana de la Fibrosis Quistica (RTFQ)**.

El Regulador Transmembrana de la Fibrosis Quistica (RTFQ) es una proteina de
estructura simétrica compuesta de dos unidades estructurales homoélogas, que cada una
de ellas contienen dos dominios que se extienden a través de la membrana celular
(MSD1, MSD2) y dos dominios de hidrélisis de ATP, también llamados dominios de
union con nucledtidos (NBD1, NBD2), unidos por un dominio regulador central (R)
rico en sitios de fosforilacion®*. Esta estructura es caracteristica de una gran familia de
moléculas transportadoras de solutos a través de las membranas celulares llamada
“ABC transporters” (ATP-Binding Cassette Transporters) que se localizan en las
membranas celulares de células eucariotas y procariotas; sin embargo, el dominio R es

unico del RTFQ.

Los dominios transmembrana (MSD1 y MSD2) estan constituidos de seis regiones

dispuestas en linea y estan separados por un citoplasma que contiene el primer dominio

18
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de unién a nucledtido (NBD1) y el dominio regulador (R). El segundo dominio de
union a nucledtido (NBD2) estd presente en la porcion carboxilo terminal de la

proteina35.

Una vez codificado el RTFQ es integrado en la membrana del reticulo
endopldsmico, es N-glicosilado por la adicion de dos grupos glicosilados incrementando
su peso de 130 a 150 kDa***®. Con la ayuda de moléculas chaperones, como la
calnexina y la Hsp70, la proteina es plegada, haciendose resistente a las proteasas, y
transportada al complejo de Golgi. Este proceso es aparentemente muy ineficiente ya
que so6lo el 25% de la proteina plegada adquiere una forma resistente a las proteasas y
de esta manera poder ser transportada al complejo de Golgi®’. En este lugar, los grupos
glicosilados son modificados dando como resultado una proteina madura de 170 kDa

que sera transportada a la membrana apical de las células que expresen el RTFQ***°.

Al llegar a la membrana celular, la proteina entra en un ciclo de endocitosis a través

’ . 37 r
de vesiculas y es reciclada nuevamente a la membrana celular’’. La proteina madura
tiene una vida media de 16 horas siendo finalmente degradada en el citoplasma celular

- 37
por los lisosomas”".

2.4.2.- Funcion del RTFQ

Diferentes estudios han demostrado que el transporte de cloro a través de la
membrana celular es regulado por la fosforilacion de la Protein Kinasa A (PKA)

dependiente de AMPc*.
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La activacion del canal requiere de una preparacion que es dada por la fosforilacion
del dominio R y posteriormente, necesita de una interaccion con los dominios NBF y
con otras partes de la proteina. La activacion del NBF1 es necesaria para la apertura del
canal y determina al tiempo de cierre mientras que la funcion del NFB2 regula el

tiempo de apertura y no es necesaria para iniciar la apertura del canal’®.

El RTFQ se denominé inicialmente como un canal de cloro; sin embargo, la
presencia de puntos de fosforilacion y la capacidad de hidrolisis del ATP indican que la
proteina requiere energia para realizar su funcién, lo que sugiere que actia
principalmente como un transportador de cloro®”. Existe controversia sobre si el RTFQ
actia como un canal de cloro individual o como unidades de conduccién compuestas

por la unién de dos o més proteinas RTFQ™.

Recientemente ha llamado la atencion la presencia de una cadena de cuatro
aminodacidos localizada en la porcion COOH terminal llamada dominio de unién PDZ.
Los dominios PDZ estan presentes en proteinas de sefial intracelular y en otras proteinas
asociadas a la membrana plasmatica. Estudios experimentales han demostrado que
estos dominios PDZ pueden funcionar como sitios de unién entre dos proteinas RTFQ;
asi, los canales RTFQ podrian formar de manera transitoria dimeros con alta actividad

41 . P ,
conductora de cloro™". Sin embargo, estos hallazgos estan aun por confirmar.

La funcién del RTFQ parece ir més alld de su papel como transportador de cloro.

En humanos con FQ asi como en ratones con deleciones inducidas del gen del RTFQ, la

20



Tesis Doctoral

ausencia del RTFQ influye en la expresion de otros productos del gen como la de
proteinas importantes en la respuesta inflamatoria, en los procesos de maduracion, en el

. N - 34
transporte de otros iones y de sefiales intracelulares™.

Otras funciones que se han descrito del RTFQ incluyen la regulacién negativa del
canal transepitelial de sodio®, la regulacion de los canales de calcio y potasio activados
por cloro, la participacion en mecanismos de exocitosis y la formacion de complejos

moleculares en la membrana plasmatica.

2.4.3.- EI RTFQ como regulador de otros canales

El RTFQ se expresa en la membrana apical de los epitelios secretores y de
absorcion y actua principalmente en la secrecion activa de electrolitos regulado por
AMPc y Ca®™ ®. Ademas de su funcién como canal de cloro, se ha descrito la
participacion del RTFQ en otros procesos como la regulacion de otros canales de iones,
el trafico transmembrana de proteinas, la regulacion del pH intracelular, los

mecanismos de apoptosis y la fijacion de bacterias a la superficie epitelial.

1. Regulacion de otros canales de iones.
a) El canal de cloro ORCC (outwardly rectifying chloride channel)
b) El canal de sodio regulado por amiloride (ENaC). La deshidratacién

de las secreciones bronquiales caracteristica de los pacientes con
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fibrosis quistica es ocasionada no sélo por la disfuncion en el
transporte de cloro si no también, por un aumento en la absorcion de

44,45 .y .
1", La absorcion de sodio se

sodio y agua en el epitelio bronquia
lleva a cabo principalmente por los canales de sodio regulados por
amiloride (ENaC) y se cree que existe una intima asociacion entre
éste y los procesos de transporte mediados por el RTFQ*. Estudios
previos han postulado que el RTFQ produce una regulacion negativa
en la funcion del ENaC. En condiciones normales, la actividad del
RTFQ mediada por AMPc origina una disminuciéon en la
probabilidad de apertura del canal de sodio y con ello, una
disminucién en la absorcion de i6n sodio a través del epitelio. De
esta forma, la ausencia o disfuncion del RTFQ causa un incremento
en la actividad de absorcion del ENaC mediado por AMPc, debido
a un incremento en la probabilidad de apertura del canal*’. Estudios
realizados en pacientes con fibrosis quistica portadores de la
mutacion F508del o la G551D han demostrado una ausencia de este

. ., .48
mecanismo de regulacion negativa™.

2. Regulacion del trafico transmembrana de proteinas.
El tréfico transmembrana de pequeiias moléculas las cuales podrian

activar directa o indirectamente otras proteinas.

3. Regulacion del pH intracelular
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El RTFQ puede jugar un papel importante en el establecimiento de un
pH bajo en los compartimentos biosintéticos de la red del complejo de Golgi

y en los endosomas.

4. Regulacion de los mecanismos de apoptosis y de fijacion de bacterias a la
superficie epitelial.

Diferentes estudios han postulado el papel del RTFQ como receptor en

el epitelio respiratorio para P. aeruginosa y en el epitelio intestinal para

Salmonella typhi

2.4.4.- Mutaciones del RTFQ

El gen responsable de la FQ fue aislado por clonacion posicional y caracterizado en
1989%-%°! " Hasta la fecha, se han identificado mas de 1400 mutaciones y 200 variantes
y polimorfismos diferentes™ y existe una gran variabilidad respecto a la frecuencia de
presentacion de las mutaciones mas comunes en relacion con el origen étnico y
geografico de la poblacion estudiada. Estudios realizados en poblacion general en los
Estados Unidos indican que usando un panel de diagndstico de 70 mutaciones
diferentes se consigue una sensibilidad de diagnostico aproximada del 90%. En
Espafia, se han identificado 75 mutaciones diferentes, que representarian el 90% de los
cromosomas estudiados, pero solo diez de éstas, se presentarian con una frecuencia

superior al 1%
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Las mutaciones del RTFQ pueden afectar la funcion de la proteina por diferentes
mecanismos y en diferente grado de acuerdo con el tipo de mutacion y el dominio en el
que la mutacién produce la disfuncion. Lap Tsui>* propuso clasificar las mutaciones del
RTFQ de acuerdo al tipo de disfuncién molecular. Posteriormente, Welsh and Smith>
dividieron a las mutaciones del RTFQ en cuatro clases en base a la disfuncion
molecular en el transporte del i6n cloruro. Sin embargo, el creciente nimero de
mutaciones diagnosticadas junto con el descubrimiento de fenotipos asociados con
algunas mutaciones en particular y el conocimiento del papel regulador del RTFQ en

. . , . 34,56
otros canales, han extendido a seis el nimero de clases de mutaciones™ .

Clase I. Defecto en la sintesis del RTFQ®"’. En esta clase se incluyen mutaciones
sin sentido, mutaciones de cambio de encuadre y splice site mutations. Estas
mutaciones producen la trascripcion incompleta del RNAm ocasionada por una sefial
prematura de terminacion de la trascripcion (codones de detencion prematura) o por
alteracion en la estructura del RNAm. Esto trae como consecuencia la ausencia de
sintesis o la sintesis de una proteina anormal, la cual tiende a ser inestable y a
degradarse relativamente rapido en el citoplasma o que se desprende facilmente de la
membrana celular. Cerca del 5 al 10% de las mutaciones del RTFQ son debidas a este
defecto de trascripcion y se denominan con una X como la G542X. La mutacion G542X
es la mutacion mas frecuentemente encontrada en Espafia después de la F508del. El
efecto neto de las mutaciones de esta clase es el de ausencia de la proteina RTFQ en la

membrana apical de las células.

24



Tesis Doctoral

Clase II. Defecto en el procesamiento37’57. La proteina RTFQ no es procesada
adecuadamente, produciéndose asi una proteina anormal de maduracion inapropiada. La
transcripcion da lugar a una proteina que no alcanza a plegarse de manera correcta en el
reticulo endoplédsmico, con lo que pierde resistencia a la accidon de las proteasas, y es
destruida rapidamente por accion de las proteasas 26S presentes en el citoplasma antes
de su glicosilacion hasta una forma madura en el aparato de Golgi’®. Como
consecuencia, esta proteina no estd, o s6lo excepcionalmente, presente en la membrana
celular. A esta clase pertenece la mutacion F508del que es la mutacion con una
prevalencia mayor en todos los grupos étnicos. Otras mutaciones clinicamente

importantes como la N1303K, 1507del, R1066C o la G85E pertenecen a esta clase.

Las mutaciones de la clase II estan distribuidas a lo largo de todo el gen del RTFQ.
El defecto en la maduracion de la proteina esta relacionado, con mayor frecuencia, con
mutaciones que afectan la sintesis del dominio NBDI1. Esto sugiere que el patron de
plegamiento del NBD1 o de las secuencias contiguas es muy sensible a los cambios
debidos a las mutaciones. El efecto neto en este grupo es el de ausencia de la proteina
RTFQ en la membrana apical de las células.

Clase III. Defecto en la regulacion®™’

. Estas mutaciones afectan el proceso de
regulacion impidiendo la union del ATP y la hidrolisis de los dominios NBD1 y NBD2
requeridos para la activacion del canal. Las alteraciones en el dominio NBD1 (como la

producida por la mutacion G551D) pueden afectar también la regulacion de otros

canales como el ORCC o el canal de potasio ROMK*". La mutacién sin sentido G551D

25



Tesis Doctoral

es un ejemplo de mutaciones de la clase III. El efecto neto de la RTFQ es una cantidad

normal no funcional en la membrana apical de las células.

757 La mayoria de las mutaciones

Clase IV. Defecto en la conductancia
diagnosticadas hasta la fecha se localizan en la region del dominio MSDI, el cual esta
implicado en la formacion del poro del canal. La molécula estd presente en la
membrana, y la fosforilacion y la regulaciéon dependiente de ATP es normal; sin
embargo, la conductancia a través del canal esta alterada, pero la proteina mantiene
cierta funcidén residual. Entre las mutaciones mas frecuentes de la clase IV se

encuentran la R117H y la R334W. El efecto neto es la presencia de una cantidad normal

del RTFQ en la membrana apical con alguna funcién residual.

TIPOS DE MUTACION Y ALTERACION QUE PRODUCEN

Normal 1 n m v v
no hay sintesis ‘bloqueo en el blogueo en la reduccion de la reduccion de la
procesamiento regulacién conductancia sintesis
MUTACIONES
Sin sentido Cambio de sentido Cambio de sentido  Cambio de sentido Cambio de sentido
G542% M1303K B553D R117H AAESE
Cambio de marco delecian de un A& De "splicing”
394delTT F505del 3849+10KbC->T
De “splicing”
1717-1G->A

Clase V. Defecto parcial en la produccién o en el procesamiento’ . Estas proteinas
originan una disminuciéon de la cantidad de proteina RTFQ activa presente en la

membrana apical; pueden asociarse a mutaciones del promotor o a un trafico ineficaz.
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Por esta razon, solamente se afectan los drganos altamente sensibles a la disfuncion del
RTFQ. Estas mutaciones no se asocian unicamente a pacientes con cuadros cldsicos de
fibrosis quistica sino también a pacientes con enfermedades mono sintomaticas como la

ausencia bilateral de conductos deferentes (ABCD) y azoospermia obstructiva®”®,

. . . . 61.62 . . , . 63
bronquiectasias  diseminadas’ "°, aspergilosis ~ broncopulmonar  alérgica™,
. . . 64 .. ey, .. , 65
hipertripsinemia’, pancreatitis aguda de repeticién y pancreatitis cronica”. Algunas
mutaciones encontradas en nuestro medio con una frecuencia relativa alta como la

2789+5G—A o la 3849+10kbC—T, pertenecen a esta clase. El efecto neto es una

cantidad funcional reducida del RFTQ en la membrana apical.

Clase VI. Defecto en la regulacion de otros canales® . En esta clase se agrupan
mutaciones que afectan las propiedades reguladoras del RTFQ sobre otros canales de

1ones como €l ORCC o el ENAC.

2.4.5.- Mutacion F508del

La mutacion F508del es causada por la delecion de tres pares de bases las cuales
codifican para un residuo de fenilalanina en la posicion 508 de la proteina. Esta
mutacion afecta la sintesis del primer dominio de unién a nucle6tido (NBD1), lo que
resulta en un defecto en el pliegue, y con ello una destruccién prematura de la proteina.
La F508del fue clasificada como mutacion de clase I en base a estudios que
demostraron que el RTFQ mutado era sintetizado pero no maduraba de manera

adecuada.

27



Tesis Doctoral

Esta es la mutacion encontrada con mayor frecuencia en todos los grupos étnicos;
sin embargo, su prevalencia varia ampliamente. La mutacion F508del estd presente en
el 70% de los cromosomas de pacientes con FQ en los Estados Unidos y cerca del 50%
de los pacientes son homocigotos para esta mutaciéon. Se ha publicado una prevalencia
de hasta el 90% de los alelos estudiados en Dinamarca, de menos del 50% en
poblaciones hispanas de Estados Unidos®®®’ y de diferentes paises de

68,69,70

Latinoamérica , en el 26% de las encontradas en Argelia” y de solo el 20% en los

judios Ashkenazi.

Esta mutacion provoca una disfuncion molecular grave de la proteina RTFQ. Los
pacientes homocigotos para esta mutacion y los heterocigotos con mutaciones de las
clases I y II desarrollan en su mayoria cuadros clinicos clasicos de la enfermedad, con
insuficiencia pancreatica, enfermedad pulmonar cronica, infertilidad en los varones y
prueba del sudor positiva; sin embargo, puede existir mucha variabilidad en las
manifestaciones clinicas de pacientes con el mismo genotipo e inclusive se han descrito

_ . ., T2
pacientes con cuadros clinicos leves y funcién pulmonar variable’”.
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2.5.- MANIFESTACIONES CLINICAS NO

RESPIRATORIAS

2.5.1.- Afectacion de las glandulas sudoriparas

El RTFQ esta presente en la membrana apical y basolateral de las células que
revisten los conductos de las glandulas sudoriparas. La funcion del RTFQ es la
reabsorcion de i6n cloruro secretado por las glandulas sudoriparas. Cuando el RTFQ
esta ausente o funciona de manera inadecuada, el proceso de reabsorcion de cloro y
sodio es ineficiente dando como resultado un nivel de i6n cloruro en sudor

anormalmente elevado.

Las glandulas sudoriparas de sujetos normales producen de manera inicial una
secrecion hipertonica, la cual es modificada en sus concentraciones de cloro y sodio a
su paso a través del conducto de la glandula antes de emerger a la superficie de la piel.
Los iones de sodio son avidamente absorbidos a través de los canales apicales de sodio
seguido de una absorcion de 16n cloruro a través del RTFQ y de la absorcion de cloruro
de sodio y agua de manera pasiva. En pacientes con FQ, la ausencia de funcion del
RTFQ limita la reabsorcion de i6n cloruro. Esto ocasiona una diferencia de potencial
eléctrico el cudl limita la reabsorcion de sodio dando como resultado una secrecion con

contenido de sal elevado.
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La determinacion de altas concentraciones de i6n cloruro en sudor o el aumento en
la conductancia eléctrica de la secrecion son piezas claves en el diagndstico de la FQ.
Sin embargo, se han descrito grupos de pacientes que pueden cursar con niveles de i6n

. . 3
cloruro en sudor normales o indeterminados’”.

2.5.2.- Enfermedad digestiva

Pancreas

La insuficiencia pancreatica (IP) es una de las caracteristicas clinicas que se
presentan con mayor frecuencia en pacientes con FQ. Mas del 50% de los pacientes
presentan signos clinicos de IP durante los primeros dias de vida y hasta el 90% los
manifiestan dentro del primer afo. Asimismo, es la causa principal de desnutricion y

retardo en el crecimiento de los pacientes.

La secrecidon pancredtica es una solucion con un volumen elevado de bicarbonato
(HCO3) como respuesta a la estimulacion por secretina y colecistoquinina’*’’. Su
funcién principal es neutralizar el pH 4cido producido por las secreciones gastricas y
permitir un funcionamiento Optimo de las enzimas pancreaticas. La FQ se caracteriza
por una disminucién en el volumen y en la concentracion de HCO; de la secrecion
pancredtica, lo cual da como resultado un retardo en el flujo de la secrecion y de las
pro-enzimas digestivas a través de los conductos intra pancreaticos. Esto, ocasiona una

activacion prematura de las enzimas originando dafio en el tejido pancreatico por
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destruccion de las células acinares. El dafio cronico da lugar a la fibrosis del pancreas y

. . . L, . 4
a la insuficiencia pancreatlca exocr1na7 .

La IP se manifiesta por una disminucion o ausencia en la produccion de enzimas
pancredticas exocrinas como la amilasa, proteasas, lipasa, colipasa y fosfolipasas’. De
forma caracteristica, la [P origina malabsorcion de grasas que se evidencia clinicamente
por dolor abdominal, esteatorrea, flatulencias, diarrea y disminucién en la absorcion de
vitaminas liposolubles™. Se estima que la funcion enzimatica del pancreas debe de

disminuir a menos del 3% de lo normal para que se desarrollen datos clinicos de IP"*"".

Los pacientes con FQ que cursan con suficiencia pancreatica (SP) no tienen una
funcion pancreatica normal. Este grupo producen una secrecion pancredtica con baja
concentracion de bicarbonato pero con una cantidad suficiente de enzimas que evitan el

desarrollo de esteatorrea’’.

Diferentes estudios han sefialado que los pacientes que cursan con IP se

diagnostican a una edad mds temprana y cursan con cuadros clinicos mas graves de la
: 78 . . .

enfermedad que los pacientes que desarrollan SP™°. Ademas, la IP es la manifestacion

L . . 126
clinica que se correlaciona con mayor fuerza con el genotipo .

Datos obtenidos del
Registro de la Fundacion de Fibrosis Quistica revelan que los pacientes que cursan con

SP tienen en promedio una esperanza de vida veinte afios mayor que los pacientes que

desarrollan IP”’.
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Diversos estudios han sefialado que los pacientes con FQ pueden cursar con cuadros
de pancreatitis aguda, pancreatitis agudas de repeticion y pancreatitis cronica, y que
esto puede ser un signo clinico que oriente al diagnostico de FQ en pacientes adultos o

. I re 8,79,80
en pacientes con cuadros clinicos leves o atipicos de la enfermedad”®”*.

A finales de los afios noventa, dos publicaciones sefialaron una asociacion muy

estrecha entre mutaciones del RTFQ y el desarrollo de pancreatitis crénica® ™. E

n
conjunto, estos trabajos identificaron mutaciones asociadas a FQ en el 20% de 87
sujetos estudiados con pancreatitis cronica idiopatica (PCI); lo cual, sugiere que los
sujetos portadores de mutaciones del RTFQ tienen un riesgo cinco veces mayor de
desarrollar PCI. Se ha calculado que los sujetos con FQ que poseen un genotipo que
incluya al menos una mutacion asociada a un fenotipo leve o variable, tienen un riesgo
cuarenta veces mayor de desarrollar PCI y que la asociacion de éstas con otras
mutaciones como la N34S, que interviene en la sintesis del inhibidor de la tripsina

. " . . . 83
secretoria pancreatica, pueden incrementar el riesgo hasta en mas de 500 veces™.

Esofago

El reflujo gastro-esofagico es un trastorno frecuente, algunas publicaciones han
informado de sintomas clinicos de reflujo en mas del 20% de los pacientes y puede ser
causa de un aumento en los sintomas respiratorios de algunos enfermos. Tambien,
algunas maniobras terapéuticas como la fisioterapia respiratoria y el drenaje postural

podrian empeorar la sintomatologia®*.
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Ileo meconial

El ileo meconial es una obstruccion intestinal intra luminal del ileo terminal. Entre
el 10-20% de los pacientes que se diagnostican de fibrosis quistica en la edad pediatrica
cursan con ileo meconial® o con sindrome de obstruccion por tapon meconial® dentro
de las primeras 48 horas de vida. La probabilidad de desarrollarlo aumenta cuando
existe el antecedente de un hermano con FQ que haya presentado un cuadro de ileo

meconial.

Sindrome de obstruccion intestinal distal

Hasta el 10% de los pacientes pueden desarrollar durante su vida el sindrome de
obstruccién intestinal distal que se caracteriza por presentar cuadros recurrentes de
obstruccion intestinal de grado variable a nivel de ileo cecal. Esta entidad se presenta
casi invariablemente en pacientes con insuficiencia pancreatica; caracteristicamente los
pacientes presentan cuadros intermitentes de dolor abdominal localizado en el cuadrante
inferior derecho, distension abdominal, anorexia, pérdida de peso y flatulencia. Puede
existir una masa palpable en el cuadrante inferior derecho. Cuando la obstruccion es

total aparecen vomitos y distension abdominal.
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Higado y vias biliares

En la descripcion inicial de la enfermedad por D. Anderson en 1938, ya se hacia
mencion a la afectacion hepatica y biliar en pacientes con fibrosis quistica. Con el
aumento en la esperanza de vida, las manifestaciones hepaticas de la enfermedad
emergen como un problema médico cada vez mas importante y constituyen en la

87,88 ’
788 Se desconoce la razon por la que no todos los

actualidad la tercera causa de muerte
pacientes desarrollan sintomas clinicos de la enfermedad durante su vida. Hasta el 5%
de los pacientes con FQ pueden desarrollar litiasis biliar sintomatica, mas del 30%
presentan elevacion asintomatica de transaminasas (AST o ALT) o fosfatasa alcalina y
entre el 2% al 5% de los enfermos moriran por complicaciones hepaticas. Menos del

5% de los pacientes desarrollan una hepatopatia sintomatica; sin embargo, en estudios

. . . y e ’ 89
de autopsias se ha encontrado cirrosis hepatica en mas del 50% de los casos™ .

El RTFQ se expresa en la membrana apical de las células epiteliales de los
conductos biliares intra y extra hepaticos asi como en la vesicula biliar’’. No se han
identificado mutaciones del RTFQ que se asocien con mayor frecuencia al desarrollo de
enfermedad hepatica; sin embargo, se han identificado algunos factores de riesgo para
padecer enfermedad hepdatica como son la presencia de insuficiencia pancreatica, el
sexo masculino, el antecedente de ileo meconial y los haplotipos HLA B7-DR 15-

DQ6”'.

La disfuncion del RTFQ provoca un aumento en la consistencia de la secrecion

biliar secundaria al transporte deficiente de cloro y a la absorciéon anormal de sodio.
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Ademas, otros factores propuestos como el incremento de los dacidos biliares
conjugados, la disminucioén en la secrecion de mucina y de otros factores protectores
dan lugar a anormalidades en la composicion, consistencia, alcalinidad e incremento en
la viscosidad de la secrecion biliar; todo lo cual favorece el desarrollo gradual de

fibrosis portal, cirrosis biliar focal y finalmente cirrosis.

Algunos estudios han demostrado que la prevalencia de la afectacion hepatica se
incrementa con la edad. En estudios de autopsias se encontr6 evidencia de cirrosis focal
biliar en el 10% de los nifios menores de 10 afios, en el 27% de los nifios mayores de 1

afio y en el 72% de los pacientes adultos diagnosticados en la infancia’*’.

La esteatosis hepatica es otra anormalidad que puede presentarse en estos
pacientes. Se ha postulado que su aparicion puede ser secundaria a un estado de
malnutricion, a la deficiencia de 4cidos grasos esenciales o a la elevacion sérica del

factor de necrosis tumoral, y a la ingestion de etanol en pacientes adultos.

En el diagnostico diferencial deben descartarse las alteraciones hepaticas debidas a
infecciones virales, trastornos metabdlicos (deficiencia de alfa 1 antitripsina,
hemocromatosis o enfermedad de Wilson), enfermedades autoinmunes (hepatitis
autoinmune, cirrosis biliar primaria), toxicidad inducida por drogas o anormalidades

anatomicas de las vias biliares.
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2.5.3.- Ausencia bilateral de conductos deferentes (ABCD)

El 98% de los varones con FQ cursan con azoospermia secundaria a agenesia de
conductos deferentes e hipoplasia de vesiculas seminales, conductos eyaculadores y

4 . , .
%49 La potencia sexual y la espermatogénesis se conservan normales. En el

epididimo
1- 2% de los hombres que se estudian por infertilidad y hasta el 50% de los que se
estudian por azoospermia poseen mutaciones del RTFQ en ambos cromosomas’. Por

el contrario, las mujeres con FQ son fértiles o manifiestan una discreta disminucion en

la fertilidad ocasionada por una disminucion de la cantidad de agua en moco cervical.

Con frecuencia, se encuentran asociadas variantes del tracto de politimidil en el
intron 8 (IVS8) a mutaciones del RTFQ como causa de ABCD. Los alelos del tracto-
T del IVS8 (9T, 7T y 5T) producen cantidades variables de RNAm aberrante, que
llevan a una funcion defectuosa del canal de cloro. La cantidad de transcripcion
incompleta estd en relacion inversa con la cantidad de timidinas de la cadena. Asi, la
variante 5T se asocia a una proporcion mas alta de variantes aberrantes del RTFQ®.
Por tal motivo, se debe de realizar un estudio genético de fibrosis quistica, incluyendo
el estudio del tracto-T del IVSS, a todo varon diagnosticado de ABCD y en caso de
resultado positivo debe de ser referido junto con su pareja a un centro especializado

. . re:e 9
para recibir consejo genético’ .
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2.5.4.- Afectacion osteoarticular

Osteoporosis

Los pacientes con fibrosis quistica tienen un riesgo aumentado de desarrollar
osteoporosis favorecido por el sindrome de malabsorcion de grasas, vitaminas
liposolubles y calcio, asi como a la disminucion en la actividad fisica y al uso crénico
de esteroides. Los pacientes adultos y los transplantados que reciben agentes
inmunosupresores como la ciclosporina son los que muestran un riesgo mayor a

desarrollar osteoporosis.

Artropatia

Practicamente la totalidad de los pacientes cursan con hipocratismo digital. Los
pacientes con enfermedad pulmonar grave pueden cursar con una osteoartropatia
pulmonar hipertrofica que afecta las grandes articulaciones de fémur, tibia y peroné.

Algunos pacientes pueden desarrollar una artropatia similar a la artritis reumatoide’.

Vasculitis

Es una complicacion muy poco frecuente y cuando se presenta suele afectar a

extremidades inferiores.
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2.6.- MANIFESTACIONES CLINICAS RESPIRATORIAS

2.6.1.- Patologia respiratoria

Los pacientes con FQ nacen con los pulmones aparentemente normales; sin
embargo, el deterioro progresivo de la funcion pulmonar es la causa de muerte por

99100 5or 1o que la evolucién de la

insuficiencia respiratoria en el 95% de los casos
enfermedad respiratoria representa el principal factor prondstico de la enfermedad. La
mayoria de los pacientes desarrollan pansinusitis aguda de repeticion o crénica y ésta

puede ser un reservorio de infeccion. Los polipos nasales ocurren en mas del 25% de

los enfermos.

Entre los factores que se han asociado con un deterioro acelerado de la funcion
, L. . . . 101
pulmonar y el mal pronéstico se han identificado los siguientes'"':

a) Factores bien establecidos.

e Pobre acondicionamiento fisico.

e Colonizacion/infeccion bronquial por Pseudomona aeruginosa o Burkholderia
cepacia.

e Tabaquismo pasivo.

¢ Insuficiencia pancreatica.

e Desnutricion.

e Imposibilidad de acceso a centros especializados.

e Sexo femenino.
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b) Factores que podrian influir en el deterioro respiratorio.

e Genotipo.

e Tratamientos agresivos disminuyen el deterioro respiratorio.
¢ Intervenciones tempranas mejoran el pronostico.

e Uso de TOBI y DNAsa mejoran el prondstico.

¢ Antiinflamatorios mejoran la funcion pulmonar.

e Estrato socioecondémico.

2.6.2.- Fisiologia de la via aérea y del aclaramiento mucociliar y su

relacion con la disfuncion del RTFQ.

El liquido de superficie de la via aérea es una capa de aproximadamente 30 micras
que se localiza por encima del epitelio respiratorio y estd compuesto de dos capas: una
capa de liquido periciliar la cudl tiene un grosor de aproximadamente de 7 micras (la
altura de los cilios epiteliales) y por encima de ésta, una segunda capa de moco
compuesta por mucina de alto peso molecular. La capa de liquido periciliar forma una
capa de baja viscosidad alrededor de los cilios que permite el movimiento ciliar y
lubrica el flujo de las moléculas de mucina secretadas por las células en el epitelio
respiratorio. El volumen y la composicion quimica de estos elementos se mantiene, en

- 102
condiciones normales, constante en todo momento .

En sujetos sanos la capa de moco atrapa las particulas inhaladas a través de dos

mecanismos: 1) el movimiento de la capa de moco genera una turbulencia la cuél hace
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que las particulas se mezclen con el moco quedando atrapadas; 2) las moléculas de
mucina generan uniones de baja afinidad con la mayoria de las particulas a las que se
unen. El aclaramiento de moco arrastra consigo bacterias desde las vias aéreas distales,
proceso que dura alrededor de 6 horas. Durante este tiempo, la accién antimicrobiana
de otros elementos como la lactoferrina y la lisozima evitan el crecimiento

bacteriano'®.

La eficiencia en el transporte de moco depende de la presencia de una capa de

;. T ~ . . 102-103
liquido periciliar de tamafio y viscosidad adecuada .

Esto depende de un ajuste
continuo en el volumen del liquido de superficie de la via aérea, el cual se mantiene por
un transporte isoténico de agua. La capa de moco funciona como un reservorio de
liquido almacenando y liberando agua segun sea necesario para mantener constante el
volumen de liquido periciliar. De este modo, cuando existe una deplecion relativa en el
liquido de superficie de la via aérea, la capa de moco puede donar agua para mantener
una capa periciliar de liquido de tamafio y volumen adecuada. En presencia de un
aumento en la cantidad de liquido de superficie de la via aérea, la capa de moco

. - i . ors o 102-103
absorbe agua manteniendo el tamafio normal de la capa de liquido periciliar )

El volumen del liquido periciliar es mantenido probablemente por un balance en la

. . - 102-104
absorcion de sodio y la secrecion de cloro

. El transporte de sodio es mediado por
la presencia de canales epiteliales de sodio (ENaC) y bombas de sodio/potasio mediadas
por ATP (Na/K ATPasa) en la membrana apical del epitelio respiratorio. Los canales

de cloro (RTFQ y canales de cloro activados por calcio) y el co-transportador de Na-K-

2Cl, tienen la capacidad de secretar cloro cuando el canal ENaC se encuentra
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bloqueado, generando asi las fuerzas electroquimicas de secrecion de cloro. El ENaC
se activa en respuesta a un aumento en la cantidad de liquido de superficie de la via
aérea y el resultado es una absorcion activa de sodio seguida de una absorcion pasiva de
cloro a través de una via paracelular, ya que no existe una fuerza de conduccién
electroquimica que favorezca la salida de cloro de la célula. Esto, trae como
consecuencia una absorcion pasiva de agua a través de la membrana celular. Por el
contrario, la disminucion en el volumen de liquido de superficie de la via aérea inhibe la
actividad del ENaC lo cual hace al potencial de membrana mas negativo y genera una
fuerza de conduccion -electroquimica que favorece la secrecion de cloro y

posteriormente de agua hacia la luz de la via aérea'™*.

2.6.3.- Teorias que explican las anormalidades en el liquido de

superficie de la via aérea en pacientes con FQ.

Existen tres hipotesis que tratan de explicar las anormalidades en el liquido de
superficie de la via aérea en pacientes con fibrosis quistica'®. La teoria del “nivel de
sal elevado” postula que en condiciones normales existe una absorcion de sal mayor en
comparacion con la absorcion de agua en el liquido de superficie de la via aérea, que lo
vuelve hipotonico. En la FQ, la absorcion de sal se encuentra disminuida de manera
importante lo que ocasiona un aumento en las concentraciones de sal en el liquido de
superficie de la via aérea que inactiva los péptidos endodgeneos antimicrobianos sal-

. 102
sensibles ™ “.
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La hipotesis de “volumen bajo” sugiere que la disfuncion del RTFQ produce una
regulacion positiva de la funciéon del ENAC que ocasiona un aumento en la absorcion
de sodio y agua, asi como una falla en la secrecion de cloro mediada por AMPc a nivel
de la membrana apical del epitelio respiratorio. Esta anormalidad trae como
consecuencia una deplecion de liquido periciliar, con lo que se pierde la propiedad del
transporte de moco por los cilios y favorece la formacion de placas engrosadas de moco

. o 102
que forman tapones en la superficie de la via aérea .

La hipotesis de “pH bajo” se basa en el defecto del RTFQ para transportar
bicarbonato. Este defecto provoca una acidificacion del liquido de superficie de la via

, I . . 15106
aérea que inhibe el mecanismo de aclaracion mucociliar .

2.6.4.- Formacion de placas de moco y su relacion con el desarrollo de

infeccidn croénica.

La disminucién del liquido periciliar y la disminucion del pH del epitelio
respiratorio favorecen que la capa de moco entre en contacto con el glicocalix de la
membrana celular y se facilite que la capa de moco se “pegue” al glicocalix de la

. 102,1
membrana apical >,

El aclaramiento mucociliar ineficiente sumado a la continua producciéon de moco

por las células secretoras del epitelio respiratorio trae como consecuencia un

engrosamiento en la capa de moco. Esto, aunado a un aumento en la tasa de consumo
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de oxigeno celular en el epitelio respiratorio provoca un gradiente en la presion parcial
de oxigeno en el interior de la capa de moco. Este gradiente hipdxico favorece el
crecimiento y la colonizacion bacteriana y de manera especial por cepas nativas de P.

. 102,103
aeruginosa .

La P. aeruginosa de cepa no mucoide se adapta rapidamente al ambiente hipoxico
en el interior de la capa de moco iniciando la produccion de alginato, el cual forma un

110

micro ambiente que favorece el desarrollo de micro colonias' . Este micro ambiente o

“biocapa” confiere a las bacterias un aumento en la resistencia a antibidticos y a los

. 7 107,108
mecanismos locales de defensa del huésped'®”'%.

Se ha observado que las bacterias
que se desarrollan en el micro ambiente de la “biocapa” pueden resistir concentraciones

de antibioticos hasta 1000 veces mayores que las bacterias que se encuentran de forma

libre!®.

El incremento en el nimero de micro colonias sumado a la infiltracion de
neutrofilos y la liberacién de sus enzimas, aumenta progresivamente el gradiente
hipoxico en el interior de la capa de moco. Esto aunado a la resistencia que la
“biocapa” le confiere a las bacterias y la ineficiencia en la aclaracion de las secreciones
bronquiales disminuye la efectividad de las defensas del individuo, ocasionando el

. : (s 110
desarrollo de una colonizacioén bronquial crénica .

El tratamiento con antibidticos no elimina de forma completa la infeccion
bacteriana en el interior de la “biocapa”, lo que permite la recuperacion, persistencia y

N ., SN I B
diseminacion de la poblacion bacteriana .
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2.6.5.- Microbiologia de la enfermedad pulmonar en la FQ

Una de las principales caracteristicas de la FQ es la colonizacion cronica de la via
aérea. Las primeras infecciones pueden ser transitorias y erradicarse espontaneamente o
como consecuencia del tratamiento médico; sin embargo, al llegar a la adolescencia

: . o . s 111
casi todos los pacientes presentan colonizacioén bronquial crénica .

Se ha descrito infeccion y colonizacion cronica por un grupo muy particular de
microorganismos entre ellos S. aureus, P. aeruginosa, B. cepacia, H. influenzae,
Stenotrophomonas maltophilia, Achromobacter xylosoxidans, micobacterias atipicas y
Aspergillus ssp'"'.  Todos ellos, con excepcion de S. aureus, son considerados

microorganismos oportunistas.

El analisis de los datos obtenidos en los registros de pacientes muestra un patron
dependiente de la edad en la prevalencia de la infeccion de la via aérea. En edades
tempranas se observa una mayor frecuencia de infeccion por S. aureus y H.
influenzae. Sin embargo, con el tiempo se va dando paso a la colonizacion cronica por
P. aeruginosa, inicialmente de cepas no mucosas que eventualmente se convertiran en

cepas mucoides productoras de alginato' 2.

La colonizacién bronquial cronica por P. aeruginosa se asocia con un deterioro mas
rapido de la funcion pulmonar' ', La colonizacion por cepas mucoides de P.
aeruginosa se ha asociado con una disminucién cuatro veces mayor de la supervivencia

acumulada en algunos estudios'"”.
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2.7.- DIAGNOSTICO DE FIBROSIS QUISTICA

2.7.1.- Criterios de diagnostico de FQ

El diagnostico de Fibrosis Quistica se establece en base a la presencia de una
caracteristica fenotipica compatible con FQ junto con una prueba de laboratorio que
evidencie disfuncion de la proteina RTFQ*''®.

Caracteristicas fenotipicas:
1. Cuadro clinico compatible con la enfermedad.
2. Historia familiar (hermanos o primos).
3. Tamizaje neonatal positivo (tripsina inmunoreactiva).

4. Ausencia bilateral de conductos deferentes (ABCD).

Pruebas de laboratorio que demuestran una disfuncion de la proteina RTFQ:
1. Prueba de sudor positiva (por lo menos en dos ocasiones).
2. Estudio genético positivo (encontrar dos mutaciones del RTFQ).

3. Prueba del potencial nasal diferencial positivo.
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2.7.2.- Cuadro clinico

El cuadro clinico varia ampliamente y debe basarse en la presencia de uno o mas

signos o sintomas clinicos:

Enfermedad sinopulmonar cronica manifestada por a) Infeccion o
colonizacidn crénica de la via aérea por microorganismos caracteristicos
como Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Haemophilus
influenzae o Burkholderia cepacia; b) Tos crénica productiva; c¢)
Infiltrados persistentes en la radiografia de térax; d) Obstruccion de la
via aérea manifestada por sibilancias y datos de atrapamiento aéreo; e)
Sinusitis cronica o polipos nasales; f) Hipocratismo digital.
Anormalidades digestivas y nutricionales incluidas: a) Intestinales (ileo
meconial, obstruccion intestinal distal, prolapso rectal); b) Pancredtica
(insuficiencia pancredtica, pancreatitis aguda recurrente, pancreatitis
cronica de etiologia desconocida); c¢) Hepatica (hepatitis cronica
manifestada por evidencia clinica o histoldgica de cirrosis biliar focal o
multilobular); d) Nutricional (Retraso en el crecimiento, malnutricion
caldrica proteica, hipoproteinemia y manifestaciones de deficiencia de
vitaminas lipo-solubles)

Sindrome de pérdida de sal manifestado por deshidratacion con pérdida

de electrolitos y alcalosis metabolica.
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2.7.3.- Historia familiar

Debe de considerarse el diagnostico de FQ en familiares de primer grado de
pacientes afectos de la enfermedad aun en ausencia de sintomas clinicos. Los hermanos
de pacientes con FQ tienen un 25% de probabilidades de tener la enfermedad. Los
hermanastros también tienen un riesgo aumentado de presentar la enfermedad en
comparacion con la poblacién general, con una probabilidad calculada de 1 en 112

individuos®*.

2.7.4.- Tamizaje neonatal

Muchos centros a nivel mundial han incluido como prueba diagndstica el programa
de tamizaje neonatal. Aunque algunos pacientes cursan asintomaticos en el momento de
realizar la prueba, virtualmente todos los pacientes desarrollaran sintomas clinicos en

los afios siguientes.

El estudio se realiza en varias etapas''’. Primero se realiza una determinaciéon de
tripsina inmunoreactiva (TIR) en las manchas de sangre de la tarjeta entre los 3-5 dias
del nacimiento. A los nifios con resultado positivo se les realizara una segunda
determinacion de TIR entre los 20 y 40 dias de vida. Si el resultado contintia siendo
positivo se les debe realizar dos determinaciones cuantitativas de i6n cloruro en sudor y

un estudio genético convencional de las mutaciones mas frecuentes del RTFQ.
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Los resultados del programa de tamizaje neonatal de Wisconsin, Estados Unidos,
muestran que los pacientes que fueron diagnosticados por tamizaje neonatal tuvieron
mayor ganancia de peso y talla que aquellos que no fueron diagnosticados con el

118,119

programa . Sin embargo, hasta la fecha no hay datos concluyentes que el

. , . . ., . . . 120
diagnostico temprano modifique la evolucion y la supervivencia de los pacientes .

2.7.5.- Prueba del sudor

La prueba del sudor se realiza de acuerdo al método descrito por Gibson y Cooke en
1959", 1a cual contintia siendo el estandar de referencia para el diagnostico de FQ, y

por la técnica de Wescor Macroduct'?!

. La técnica se debe de realizar por personal
experto de acuerdo con las normativas internacionales descritas en el National Comité

for Clinical Laboratory Standars'?.

La muestra de sudor se obtiene por el método de iontoforesis con pilocarpina con un
analisis cuantitativo de 16n cloruro en sudor. El sitio que se utiliza es la piel de la cara
anterior de la superficie flexora del antebrazo o del muslo. Se emplea la pilocarpina
como método para estimular las glandulas sudoriparas y asi producir sudor. La piel es
lavada previamente para remover restos de sal que existan en este sitio. Posteriormente,
se aplica pilocarpina sobre el area lavada y se conectan dos electrodos que envian una
corriente eléctrica de 2-5 mV. durante 5-10 minutos. Este estimulo conducird la

pilocarpina dentro de las células de las glandulas sudoriparas y de esta manera se
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activard la gldndula. Posteriormente, se coloca un papel filtro o gasa previamente
pesada (o un tubo espiral para el método de Macroduct) durante 30 minutos. En el
laboratorio el papel es pesado, la cantidad minima de sudor que es necesaria para
realizar el analisis por el método de Gibson y Cooke son 75 mg. y 15 micro litros de
sudor para el de Macroduct. Finalmente, se realiza en el laboratorio un analisis

cuantitativo de i6n cloruro por medio de un clorimetro.

Los valores que confirman el diagnostico de FQ son una concentracion de Ion
cloruro en sudor mayor a 60 mmol/ obtenida, por lo menos, en dos pruebas realizadas
en dias diferentes. Concentraciones de i6n cloruro en sudor entre 45 y 59 se consideran
indeterminadas y niveles por encima de 160 mmol/L. no son fisioldgicas por lo que un

resultado en ese rango obliga a repetir la prueba.

2.7.6.- Estudio genético

En pacientes con un cuadro clinico sugestivo de la enfermedad y dos pruebas de
sudor positivas o indeterminadas debe de solicitarse un estudio genético. Los paneles de
estudios genéticos convencionales detectan hasta 36 mutaciones diferentes, las mas
frecuentes de acuerdo al Cystic Fibrosis Consortium; sin embargo, en pacientes con
cuadros clinicos atipicos y en pacientes con FQ de diagnodstico en la edad adulta,
frecuentemente son necesarios estudios genéticos ampliados para conseguir un

diagnostico molecular de la enfermedad.
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La sensibilidad de los estudios genéticos para diagnodstico de FQ es variable
dependiendo de factores como el nimero de mutaciones estudiadas, el grupo étnico y el
cuadro clinico del paciente'”. La sensibilidad, definida como la proporcion de
pacientes con FQ en quienes se pueden identificar dos mutaciones del RTFQ, puede
calcularse de acuerdo al nimero de mutaciones del panel empleado y al porcentaje de
cromosomas afectados que es posible identificar con dicho panel. Se ha descrito en la
literatura que utilizando un panel de 25 mutaciones en individuos caucésicos en los
Estados Unidos, es posible identificar el 90% de los cromosomas afectados'*. De tal
forma que la sensibilidad de esta prueba para diagnostico en este grupo étnico seria del

81% (90% X 90%).

La especificidad se define como la proporcion de estudios genéticos negativos para
FQ en sujetos que no tienen FQ. La expresion variable de algunas mutaciones, que trae
como consecuencia una amplia variabilidad de fenotipos, y la prevalencia de
mutaciones poco frecuentes en algunos grupos étnicos son factores que disminuyen la

especificidad de la prueba'®.

En este contexto, el valor predictivo positivo puede definirse como la proporcion de
parejas con estudio genético positivo que tienen un 25% de riesgo de tener un hijo con
la enfermedad'®. El valor predictivo positivo de la prueba es alto ya que la mayoria de

los genotipos producirian manifestaciones clinicas de FQ.

El valor predictivo negativo en este escenario puede definirse como la proporcion

de parejas con estudio negativo que no tienen un 25% de riesgo de tener un hijo con
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FQ'*. El valor predictivo negativo de la prueba es muy alto ya que la FQ es una
enfermedad poco frecuente. Esto se puede calcular en base a la prevalencia del estado
de portador y la prevalencia de la enfermedad para cada grupo étnico. De esta forma, el
valor predictivo negativo para los caucasicos es del 99.96%, considerando una
prevalencia del estado de portador de 1/25 y una prevalencia de la enfermedad de 1 por

: : 125
cada 2,500 nacidos vivos .

La presencia de dos mutaciones del RTFQ es diagnéstico de FQ, ya que la
penetrancia es de practicamente el 100%. Sin embargo, el estudio de portadores, en
teoria asintomaticos, puede identificar dos mutaciones en sujetos con sintomas clinicos

;. e ’ 123
leves, atipicos o de presentacion tardia de la enfermedad .

2.7.7.- Prueba del potencial nasal diferencial

El transporte de iones a través de la membrana apical de las células del epitelio
respiratorio produce un potencial eléctrico que puede ser medido por la técnica del
potencial nasal diferencial. Diferentes estudios han demostrado la utilidad de esta
prueba para el diagnostico de FQ en pacientes con cuadro clinico compatible con la

enfermedad, prueba del sudor indeterminada y estudio genético no diagndstico.

La prueba consiste en la medicion de la diferencia de potencial eléctrico a nivel de

la mucosa nasal, por debajo del cornete inferior, utilizando un catéter de pequefo
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calibre que se conecta a un electrodo de Ag/AgCl (catéter de medicion). Un segundo
electrodo es conectado a un catéter que se coloca en el tejido subcutdneo de la cara
externa del brazo (electrodo de referencia). A través de ambos catéteres se instila
solucidn salina normal o solucidon de Ringer lactado. El método de perfusion consiste en
aplicar diferentes substancias a través del catéter de medicion (amiloride, isoproterenol
o salbutamol) con el fin de producir cambios en el potencial eléctrico, los cuales

incrementan la sensibilidad diagnostica de la prueba.

Diagnostico de FQ

El diagnostico de FQ por este método se obtiene si se observan las siguientes
mediciones:

1. El potencial nasal basal es mas negativo, entre -35mVolts a -60mVolts.

2. Al infundir la solucién de amiloride en buffer con cloro se observa una caida
mas importante del potencial (el potencial se vuelve menos negativo) en
comparacion con la caida observada en el potencial nasal de los sujetos
normales.

3. Al infundir la amiloride en solucién libre de cloro no se observa ninguna
modificacion significativa del potencial nasal.

4. Al infundir la amiloride en infusién libre de cloro y salbutamol (o
isoproterenol), el potencial nasal regresa a su valor basal en los sujetos
normales. En los pacientes con FQ, el porcentaje de cambio en el potencial
nasal en respuesta al salbutamol es menor al 50% del valor basal del

potencial nasal.
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En algunos pacientes con cuadros atipicos de FQ no se observa un potencial nasal
basal caracteristico (el valor del potencial es intermedio); sin embargo, presentan

cambios caracteristicos del potencial nasal al aplicarles las soluciones.

53



Tesis Doctoral

2.8.- RELACION ENTRE GENOTIPO Y FENOTIPO

En una enfermedad genética, el fenotipo esta directamente relacionado con el tipo
de mutacion, el mecanismo de disfuncion molecular y la posicién en el gen de la
proteina mutada.'”® La FQ, al ser una enfermedad recesiva requiere de mutaciones en
ambos alelos, por lo que el tipo y grado de disfuncién molecular de la segunda

mutacion son determinantes para establecer el fenotipo.

Otros factores como la presencia de moduladores intragénicos (una segunda
mutacion, variantes o polimorfismos en el gen del RTFQ), mutaciones en sitios
diferentes del genoma, la presencia de genes que actien como moduladores de la
enfermedad, la fisiopatologia 6rgano-especifica y los factores medio ambientales son
también determinantes en la gravedad de las manifestaciones clinicas y pueden influir

de manera variable en diferentes 6rganos.

2.8.1.- Relacion entre el genotipo y la insuficiencia pancreatica

La relacion entre genotipo con la insuficiencia pancreatica (IP) se establecio en
diferentes estudios desde el inicio de la década de los noventa. Kerem et al'®’
estudiaron la relacion genotipo-fenotipo en un grupo de 293 pacientes con FQ. El 52%
de este grupo eran homocigotos para la mutacion F508del, 40% eran heterocigotos para
esta mutaciéon y 8% eran portadores de genotipos desconocidos. Los pacientes

homocigotos para la F508del fueron diagnosticados a edades mdas tempranas y la
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prevalencia de IP en este grupo fue del 99%. Entre los pacientes heterocigotos y con
genotipo desconocido, la prevalencia de IP fue del 72 y 36 por ciento respectivamente.
Ademas, los pacientes que no desarrollaron IP presentaron niveles de i6n cloruro en

sudor mas bajos, mejores indices antropométricos y enfermedad pulmonar menos grave.

En el estudio del Cystic Fibrosis Genotype-Phenotype Consortium'*® se compararon
las caracteristicas clinicas de 399 pacientes con FQ de 32 centros participantes del
consorcio en 14 paises. Los pacientes eran heterocigotos para la mutacion F508del en
combinacion con G542X, R553X, W1282X, N1303K, 621+1G->T, 1717-1G-A y
R117H. Los grupos se compararon entre si y con pacientes homocigotos para F508del
de la misma edad y sexo. EIl 87% de los pacientes heterocigotos para la mutacion
R117H presentaban suficiencia pancreatica (SP), a diferencia del resto de los genotipos

quienes presentaron IP en mas del 98% de los casos.

En base a estos hallazgos, Kerem y su grupo propusieron denominar a las
mutaciones como “graves” o “leves” en base a su asociacion con el desarrollo de IP. Se
estipuld que un alelo “leve” (asociado con SP) podria dominar sobre un alelo “grave”
(asociado con IP), de tal manera que era necesaria la asociacion de dos alelos “graves”
para el desarrollo de IP. No se ha demostrado una asociacion entre genotipo con otras
manifestaciones clinicas gastrointestinales como el ileo meconial, la hepatopatia cronica
o diabetes mellitus. Sin embargo, todos estos fenotipos se asocian a IP y cuadros

, . 129,130,131
clasicos de la enfermedad ="~ """
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2.8.2.- Relacién entre genotipo y los niveles de 16n cloruro en sudor

Diferentes estudios han analizado la relacion entre clases de mutaciones y genotipos

132,133
°°. En ellos se demuestra que los

especificos con los niveles de 16n cloruro en sudor
pacientes portadores de mutaciones de las clases IV y V se asocian con menores niveles
de i6n cloruro en sudor. Ademas, algunos alelos como el 3849+10kbC—T"**, pueden

asociarse con cuadros leves o atipicos de la enfermedad y niveles normales de i6n

cloruro en sudor.

2.8.3.- Relacién entre genotipo y la ABCD

El 98% de los pacientes varones con FQ son infértiles debido a azoospermia
obstructiva secundaria a ABCD. Diferentes estudios han demostrado que el 10-20% de
los pacientes con ABCD presentan dos mutaciones del RTFQ y cerca de la mitad
poseen al menos una mutacion del RTFQ. Entre el 30-40% de los pacientes con ABCD

135,136 -
*°°. La mayor frecuencia de

presentan el alelo 5T en al menos uno de los cromosomas
portadores del alelo 5T en estos pacientes en comparacion con la poblaciéon general
sugiere una asociacion entre este alelo y ABCD. Algunos pacientes presentan ABCD

como Unica manifestacion de FQ, por lo que se ha propuesto que el sistema reproductor

masculino tiene una alta afinidad érgano-especifico para las mutaciones del RTFQ.
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2.8.4.- Relacion entre genotipo y la gravedad de la enfermedad

pulmonar

Aunque los pacientes con FQ nacen con pulmones aparentemente normales, el
deterioro progresivo en la funcion pulmonar es la causa de muerte en el 95% de los
casos, por lo que la enfermedad pulmonar representa el principal factor prondstico de la
enfermedad'”’. La relacion entre el genotipo con la ABCD y la IP ha sido establecida
en diferentes publicaciones. Sin embargo, en muchos estudios no ha sido posible
establecer una asociacion clara entre genotipo y la gravedad de la enfermedad

138

pulmonar Se ha propuesto que los factores medio ambientales °~, mutaciones en

140

otros genes diferentes al RTFQ ™ o ambos constituyen los factores mas importantes en

el desarrollo, progresion y gravedad de la enfermedad pulmonar en la FQ.

En algunos trabajos se han podido encontrar una relacién entre mutaciones
concretas y el fenotipo pulmonar. Gan et al'*!, compararon las caracteristicas clinicas de
33 pacientes heterocigotos para la segunda mutacién mds frecuente en la poblacién
holandesa, la A455E, con pacientes homocigotos para la F508del pareados por edad y
sexo. El estudio reveld que los pacientes portadores con al menos una mutacion A455E
se diagnosticaron a edades mas tardias, tenian una prevalencia menor de IP (21% frente
al 94% de los controles) y los pardmetros espirométricos eran significativamente

mejores que la de los pacientes homocigotos para la F508del.

Loubieres et al'** demostro la existencia de una relacion entre el genotipo, en base

al estatus de funcion pancredtica, con la gravedad de la enfermedad pulmonar.
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Compararon las caracteristicas clinicas y la gravedad de la enfermedad pulmonar de 37
pacientes portadores de dos mutaciones asociadas a IP con 14 pacientes portadores de al
menos una mutacion asociada a suficiencia pancreatica. Los pacientes portadores de al
menos una mutacion asociada a SP se diagnosticaron a edades mas tardias, presentaron
una enfermedad menos grave y tenian pardmetros espirométricos mejores que los

pacientes portadores de dos mutaciones asociadas a IP.

La relacion entre genotipo con la tolerancia al ejercicio fue investigadada por

1'* en un estudio en el que se compararon las caracteristicas clinicas, la

Selvadurai et a
gravedad de la enfermedad pulmonar y la tolerancia al ejercicio en un grupo de 97
pacientes heterocigotos para la mutacion F508del agrupados en base a la clase a la que
pertenecia la segunda mutacion. Se observd que los pacientes portadores de una
mutacién de clase III, IV o V presentaron una capacidad al ejercicio y un umbral
anaerobico mayores que los pacientes con dos mutaciones de las clases I y II; sin

embargo, no encontraron una diferencia significativa entre la gravedad de la funcion

pulmonar medida por espirometria y el genotipo.

Recientemente, McKone et al'** estudiaron la relacion entre genotipo y
mortalidad en un estudio retrospectivo usando el registro nacional de la Cystic Fibrosis
Foundation. Ellos encontraron que los pacientes heterocigotos para la mutacion F508del
en asociacion con  R117H, 3849+10kbC—T y 2789+5G—>T y los pacientes
homocigotos para mutaciones clase IV y V tenian una mortalidad global y una
mortalidad cruda ajustada por edad y sexo, menores que las de los pacientes

homocigotos para la mutacion F508del.
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2.8.5.- Genes y polimorfismos modificadores en fibrosis quistica

Diferentes estudios han identificado polimorfismos que pueden modificar el curso
de la enfermedad pulmonar, los cuales se localizan principalmente en genes
involucrados en diferentes aspectos de la defensa del huésped o de los procesos de

inflamacion'®.

Algunos de ellos se han asociado con un aumento en la gravedad de la enfermedad
pulmonar. Tal es el caso de los polimorfismos que se asocian a aumentos en los niveles
de Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF-a), o los que se relacionan con disminucién
en los niveles de glutation S-transferasa M1'*" o de lecitina unida a manosa'*.
Polimorfismos en el codon 10 del gen que codifica para el Factor Transformador de
Crecimiento B1 (TGF-B1) se han asociado con un incremento en el deterioro de la
funcién pulmonar'¥’. Pacientes portadores del alelo HLA DR7 se han relacionado con
un incremento en el riesgo de colonizacién por P aeruginosa'*®. Otros estudios han
demostrado que polimorfismos asociados a deficiencia de alfa-1 antitripsina y
deficiencia de alfa-1 antiquimotripsina actuarian como modificadores hacia una
enfermedad pulmonar menos grave'*. Sin embargo, estos hallazgos son inconsistentes

con los publicados por otros grupos' .
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3.- OBJETIVOS

1. Describir las caracteristicas clinicas de los pacientes diagnosticados de FQ en la

edad adulta.

2. Establecer las caracteristicas genéticas de los pacientes diagnosticados de FQ en

la edad adulta.

3. Comparar las caracteristicas clinicas y genéticas de los pacientes diagnosticados
de FQ en la edad adulta con los diagnosticados de la enfermedad en la edad

pediatrica.

4. Establecer criterios clinicos de sospecha de la enfermedad en la poblacion

adulta.

5. Evaluar la correlacion entre el par de mutaciones del RTFQ y la evolucion de la

enfermedad pulmonar.

6. Analizar la probabilidad de supervivencia en pacientes con diagndstico de FQ

en la edad adulta y compararla con los sujetos con diagnostico en la edad

pediatrica.
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7. Calcular el riesgo de desarrollar una enfermedad pulmonar terminal en pacientes

que poseen mutaciones de la clase I o II en ambos cromosomas.

8. Evaluar la influencia de presentar insuficiencia pancreatica en la gravedad de la

enfermedad pulmonar.
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4.- RESUMEN DE RESULTADOS Y DISCUSION

4.1.- FIBROSIS QUISTICA DEL ADULTO. ESTUDIO DE 111

CASOS.

De los 245 pacientes afectos de FQ controlados en la Unidad de FQ de nuestro
centro, se incluyeron a 111 pacientes (45,3%) que en el momento del estudio tenian mas
de 16 afios de edad. De ellos, 60 pacientes fueron mujeres, la edad media (DE) del
grupo fue de 28(11) afios, con un rango de 16-69 afos. De éstos, 50 pacientes (28
mujeres; edad media (DE) 36(14) afios; rango: 16-67 afos) fueron diagnosticados en la
edad adulta (Grupo B); y 61 pacientes (32 mujeres; edad media (DE) 23(5) afios, rango
16-33) fueron diagnosticados en la edad pediatrica (Grupo A) (Tabla 1). Los pacientes
diagnosticados en la edad adulta representaron el 20% de todos los pacientes con FQ

controlados en la unidad y el 45% del total de pacientes adultos.

El diagnoéstico de fibrosis quistica se realizd por una prueba del sudor positiva
(concentraciones de i6n cloruro en sudor igual o superior a 60 mEq/L en dos ocasiones

diferentes'?

) en 106 de los 111 pacientes. En los 5 pacientes restantes (1 del Grupo
A y 4 del Grupo B), con prueba del sudor negativa, el diagndstico se establecid al

detectarseles dos mutaciones del gen del RTFQ.
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Al analizar las caracteristicas demograficas y antropométricas se observo que los
pacientes diagnosticados en la edad adulta (Grupo B) presentaron, con respecto al
Grupo A, diferencias estadisticamente significativas en relacion con: edad media
superior en el momento del estudio; mayor edad en el momento del diagnostico;
mejores parametros antropométricos y niveles de i6n cloruro en sudor mas bajos (Tabla
1). La proporcion de pacientes con desnutricion, definida como un indice de masa
corporal menor a 17 Kg./m?, fue significativamente mayor entre los pacientes con
diagnéstico en la edad pediatrica (Grupo A). No hubo diferencia significativa en la

proporcion de hombres y mujeres entre los grupos.

Las caracteristicas clinicas de la enfermedad digestiva se muestran en la tabla 2. Los
pacientes diagnosticados en la edad pedidtrica (Grupo A) presentaron,
significativamente, una mayor incidencia de manifestaciones digestivas al momento del
diagnostico con respecto al Grupo B. El 85% de los pacientes del grupo A desarrollaron
insuficiencia pancredtica, mientras que solo el 14% del grupo B la presentaron
(p=0,001). Del mismo modo, la proporcion de pacientes con diabetes mellitus y con
enfermedad hepética cronica fue significativamente mayor entre los pacientes del grupo
A. Por el contrario, cuatro pacientes con diagndstico en la edad adulta desarrollaron al
menos un cuadro de pancreatitis aguda, caracteristica que no se observo entre los

pacientes del grupo A.

Al analizar los datos con respecto de la enfermedad pulmonar se observd una

incidencia mayor de manifestaciones respiratorias en el momento del diagndstico entre

los pacientes que se diagnosticaron en la edad adulta. Ademads, los pacientes de este
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mismo grupo presentaron una incidencia menor de colonizacidon bronquial crénica por
Pseudomonas  aeruginosa en comparacion con el grupo A. No hubo diferencia
significativa en el nimero de pacientes con colonizacion bronquial crénica por S.
aureus. El estudio de funcién pulmonar medida por espirometria reveld que la
capacidad vital forzada y el volumen espiratorio forzado en el primer segundo (CVF,
VEMS) fueron significativamente mejores en el grupo B, y muchos de ellos tenian una
funcion pulmonar normal. Asi mismo, los pacientes de este grupo tuvieron un niimero
menor de ingresos hospitalarios y de ingresos por paciente; asi como un niimero menor
de indicaciones de trasplante pulmonar y de muertes relacionadas con enfermedad

pulmonar terminal.

Las manifestaciones respiratorias fueron mds frecuentes en los pacientes
diagnosticados de FQ en la edad adulta. Las bronquiectasias de etiologia desconocida
con colonizacion bronquial cronica por Pseudomonas aeruginosa & S. aureus, la
aspergilosis broncopulmonar alérgica (ABPA) y la pancreatitis recurrentes fueron las
patologias asociadas mas frecuentes. El cuadro clinico de los pacientes diagnosticados
en la edad adulta incluyeron la presencia de: bronquiectasias de etiologia no filiada en
31 casos, colonizacion bronquial cronica por Pseudomonas aeruginosa en 18 casos,
neumonias de repeticion en 5 casos, ABPA en 4 casos, pancreatitis recurrente en 4
casos, ausencia bilateral de conductos deferentes en 4 casos e historia familiar en otros

dos casos (Tabla 4).

De los 222 cromosomas estudiados en los 111 pacientes, se detectaron 172

mutaciones del RTFQ las cuales se agrupaban en 31 mutaciones diferentes (Tabla 5).
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Las mutaciones detectadas con mayor frecuencia fueron la F508del y la G542X que se
presentaron en el 40,5% y 5,8% de los cromosomas respectivamente. La comparacion
entre ambos grupos de estudio puso de manifiesto que la prevalencia de las mutaciones
F508del y G542X fue significativamente menor en el grupo de pacientes con
diagnéstico en la edad adulta. Ademads, ningin paciente del Grupo B fue homocigoto
para la mutaciéon F508del frente a 20 (33%) de los pacientes del Grupo A (p<0,001).
En el Grupo A se detectaron 21 mutaciones diferentes y en el Grupo B 17; siete de las
mutaciones se hallaron en ambos grupos, 15 sélo en el Grupo A, y 10 sélo en el Grupo
B. Una u otra de las 10 mutaciones detectadas solo en pacientes del grupo B se
observaron en 23 de los 171 cromosomas identificados en este grupo y en todos los

casos se acompafiaron de funcion pancreatica normal.

Discusion

La fibrosis quistica es una enfermedad multiorganica que se presenta con un amplio
espectro de manifestaciones clinicas. El cuadro clasico de fibrosis quistica se
caracteriza por el desarrollo de inflamacién e infeccidon bacteriana crénica de la via
aérea y senos paranasales, sindrome de mal absorcion de grasas secundario a
insuficiencia pancreatica (IP), infertilidad en hombres debido a ausencia bilateral de
conductos deferentes (ABCD) y niveles elevados de i6n cloruro en sudor'®'. Cerca del

90% de los pacientes con cuadro clésico de fibrosis quistica cursaron con IP.
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Mas del 85% de los pacientes con FQ cursan con cuadros clasicos de la enfermedad.
La mayoria, inician su sintomatologia a edad temprana, muchas veces desde el
nacimiento y mas del 70% de los pacientes son diagnosticados antes de cumplir un afio

de edad™?.

Se denomina FQ del adulto a un subgrupo de pacientes que cursan asintomaticos o
con cuadros clinicos leves o atipicos de la enfermedad durante los primeros afios de
vida, y es en la adolescencia o la edad adulta cuando la enfermedad se manifiesta
clinicamente. Anteriormente se consideraba a los pacientes que se diagnosticaban en la
edad adulta como pacientes en quienes se habia omitido el diagndstico de la enfermedad
en la infancia, sin embargo la evidencia actual confirma que los pacientes que se
diagnostican en la edad adulta forman un grupo con caracteristicas clinicas y genéticas
bien definidas.

En 1946, Hellerstein'*® publicé el primer caso de fibrosis quistica diagnosticado en
un adulto. En 1982 se calculd que solo el 2,8% de los pacientes con FQ se
diagnosticaron después de los 18 afios de edad. En base a los datos obtenidos del
registro nacional de fibrosis quistica de los Estados Unidos (EEUU) de 1994, la
incidencia del diagnéstico de FQ en pacientes mayores de 18 afios fue del 5,8%'".
Seglin los datos del registro nacional de 1997, la prevalencia de pacientes con
diagnostico de fibrosis quistica en la edad adulta fue del 4%, con una incidencia de
diagnostico en mayores de 18 afios del 7%. La edad promedio de diagnostico en los
pacientes en la edad pediatrica fue de 5,5 afios y en su mayoria presentaron

manifestaciones digestivas, malnutriciéon o retraso en el crecimiento como sintomas

iniciales. Por el contrario, el promedio de edad de diagnostico en los pacientes que se

66



Tesis Doctoral

diagnosticaron de la enfermedad en la edad adulta fue de 27 afios y en su mayoria

presentaron un cuadro clinico menos grave.

Un dato que puede resultar controvertido en nuestra serie es el porcentaje de
pacientes diagnosticados de FQ en la edad adulta (50/245, 20%), con relacion al nimero
total de pacientes controlados en nuestra Unidad de FQ, que es sensiblemente superior
al 4% de las formas atipicas de FQ con diagnoéstico en la edad adulta que se recogen en
el Registro de la Fundacion Americana de Fibrosis Quistica de 1997. Aunque es muy
dificil de asimilar comparaciones entre ambas series, por las diferencias tan evidentes
(més de 20.000 pacientes en el registro Americano, por 245 pacientes de nuestra
Unidad), creemos que nuestra incidencia se acerca algo mas a la realidad que la
derivada del Registro Americano, una vez realizados algunos ajustes con relacion a las
poblaciones de referencia. El 20% de nuestra serie se convertiria en un 16% (57/344) si
a la poblacion de pacientes con FQ de nuestra Unidad (adultos + pediatrica) se sumaran
los pacientes controlados en las otras dos Unidades de FQ reconocidas en nuestra
Autonomia, que son unidades pediatricas. Por el contrario, el 4% de diagndsticos en la
edad adulta recogido en el registro Americano, se convierte en el 7% cuando se analizan
solo los datos de los dos tltimos afios del registro, tal y como realiza E. Widerman et al.
en una publicacion reciente'™. Si tenemos en cuenta que razas diferentes a la
caucasica tienen una incidencia menor de FQ*' y que por tanto, el fenomeno de la
inmigracion no podria explicar el incremento del 4 al 7% observado en los dos ltimos
afios del registro Americano; éste, s6lo puede deberse a una conciencia mayor por parte

de los médicos de adultos de que estas formas de presentacion de la FQ no son tan

excepcionales como se recogia en el panel de consenso americano sobre FQ publicado
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1998, en el que solo se atribuia un 2% a las formas atipicas de FQ que se diagnostican
en la edad adulta. De hecho, nuestros resultados han sido corroborados en una
publicacion reciente que estima que a partir de la década de los afios 90, el diagndstico
de FQ en poblacién adulta de la ciudad de Montreal representd el 18% de todos los

156

diagnosticos de FQ °°. Cuando en 1984 nuestro grupo publico los primeros casos de FQ

15 .
157 ya se apuntaba que formas leves de FQ con escasa traduccion

en pacientes adultos
clinica durante la infancia podian ser mas frecuentes de lo que hasta la fecha se
reconocia; y la prueba del sudor fue incorporada, por nuestro grupo, como método de

diagnostico en la investigacion etiologica de enfermedades como las bronquiectasias o

las neumonias de repeticion no explicadas por otras causas.

El estudio muestra las caracteristicas clinicas y genéticas de pacientes afectos de FQ
cuyo diagnostico se realizd en la edad adulta y los compara con pacientes adultos
diagnosticados de la enfermedad durante la infancia. Los resultados ponen de
manifiesto que los pacientes diagnosticados en la edad adulta presentan caracteristicas
diferentes con relacion al par de mutaciones del Gen de la FQ y a las manifestaciones
clinicas, que en general, se acompafian de suficiencia pancredtica y una alteracion

pulmonar menos grave que la de los pacientes diagnosticados de FQ en la infancia.

En nuestra serie, la mayoria de los pacientes diagnosticados en la infancia
presentaron insuficiencia pancreatica, manifestaciones clinicas gastrointestinales y
respiratorias en el momento del diagndstico y una peor evolucion de la funcidén
pulmonar. Por el contrario, en los pacientes diagnosticados en la edad adulta, la mayoria

tenian suficiencia pancredtica y predomind la patologia respiratoria en el momento del
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diagnéstico; siendo la presencia de bronquiectasias, la colonizacion bronquial por P.
aeruginosa o S. aureus, y neumonias de repeticion las formas clinicas de presentacion
mas frecuentes. Sin embargo, llama la atencion otras dos formas de presentacion como
son la ABPA y la pancreatitis recurrente en cuatro casos respectivamente, y aunque
ambas enfermedades se han descrito como complicaciones en pacientes con FQ, con
una incidencia de entre el 2-15% para la ABPA y del 1% para la pancreatitis,

excepcionalmente son el motivo del diagnostico de la enfermedad en la infancia'>*'*.

Las manifestaciones respiratorias son los sintomas mas frecuentes en el momento

del diagnostico en los pacientes con fibrosis quistica del adulto'®

. Estos pacientes
frecuentemente son catalogados como pacientes con Asma o Enfermedad Pulmonar
Obstructiva Crénica (EPOC) en base a un cuadro de tos productiva cronica y un patron
obstructivo con respuesta aguda a broncodilatadores en la espirometria. Se ha
observado que estos pacientes tienen una menor frecuencia de colonizacion bronquial
crénica por P. aeruginosa y una mayor frecuencia de infeccidon por micobacterias no

. S oo 161
tuberculosas que los pacientes con diagndstico en la edad pediatrica .

Estos datos contrastan con algunas publicaciones previas, en las que los pacientes
diagnosticados tardiamente presentaban estadios mas avanzados de la enfermedad, con
mayor repercusion de la funcidn respiratoria o no mostraban diferencias en relacién con

: . . : ~ . 1,162
los pacientes diagnosticados en los primeros afios de vida ™.

Esta aparente
contradiccion puede explicarse por el hecho de que en la década de los anos 70-80,

cuando todavia no se habia descubierto el gen de la FQ, la mayoria de los pacientes

diagnosticados presentaban manifestaciones clinicas, respiratorias y digestivas
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evidentes desde los primeros afios de la vida. En estos pacientes, un retraso en el
diagnostico impedia que pudieran beneficiarse de su inclusion en las Unidades
pediatricas de Fibrosis Quistica en donde la aplicacion de protocolos multidisciplinarios
de tratamiento y control de la enfermedad ha demostrado ser uno de los factores
determinantes en la mejora de la supervivencia y calidad de vida actual de los
pacientes'®. Sin embargo, el descubrimiento en 1989 del gen responsable de la FQ ha
permitido ampliar de manera considerable el conocimiento sobre la patogenia y las
alteraciones fisiopatologicas que se tenian de esta enfermedad. Asi, hoy sabemos que la
alteracion de este gen no es debida a una unica mutacion, sino que por el contrario se
han identificado mas de 1.400 mutaciones y 200 variantes y polimorfismos diferentes’;
y que existe una gran variabilidad respecto de la frecuencia de presentacion de las
mutaciones mas comunes en relacion con el origen étnico y geografico de la poblacion

estudiada.

Clésicamente se reconoce que solo entre el 12-18% de los pacientes con FQ se
asocian a suficiencia pancredtica. Sin embargo, nuestro estudio pone de manifiesto que
ello debe ser referido exclusivamente a los enfermos diagnosticados durante la infancia
ya que entre los pacientes diagnosticados en la edad adulta, el 86% se acompafiaron de
suficiencia pancreatica por tan s6lo un 15% entre los diagnosticados durante la infancia;
lo cual, ademads, se correspondi6 con la presencia de diferencias en el tipo y frecuencia
de las mutaciones detectadas entre ambas poblaciones y en las caracteristicas clinicas

observadas.
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Todo ello, permite explicar, al menos en parte, la gran variabilidad en la expresion
clinica debido a las diferencias genotipicas y la afectacion multiorganica de éstas. Asi,
mutaciones que se acompafian de suficiencia pancredtica suelen tener pocas
manifestaciones digestivas, los niveles de i6n cloruro son més bajos en la prueba del
sudor, las manifestaciones respiratorias pueden pasar desapercibidas durante los
primeros afios de la vida y en consecuencia, el diagndstico, cuando se realiza, suele

hacerse a edades mas avanzadas.

Asi pues, la FQ debe ser también considerada una enfermedad de diagnoéstico en la
edad adulta. La prueba del sudor debe dejar de ser de uso exclusivo de la edad
pediatrica e incorporarse a las técnicas de diagnostico rutinarias de pacientes adultos
que presenten patologias tales como: bronquiectasias con o sin colonizaciéon bronquial
cronica por P. aeruginosa o S. aureus, neumonias de repeticion, ABPA o pancreatitis
aguda recurrente en ausencia de otras causas que pudieran explicarlas. Sin embargo,
como ocurri6é en 5 de nuestros pacientes (4 de diagnostico en la edad adulta y uno de
diagnostico edad pediatrica) la prueba del sudor puede no ser positiva'®, por lo que
otras técnicas de diagnostico, como el estudio del potencial nasal diferencial'®>'®,

deben de considerarse y de manera especial en aquellos casos con valores de

concentracion de i6n cloruro en sudor indeterminados (40 — 60 mEq/L).
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Tabla 1. Caracteristicas demograficas

Grupo A GrupoB

N=61 n=50 P
Sexo (V/M) 29/32 22/28 Ns
Edad de diagnostico —afios, media (DE) 5(4) 32(14) 0,001
Edad actual —afos, media (DE) 23(5) 36(13) 0,001
Concentracion cloro en sudor —-mEq/L, media (DE) 101(25) 87(16) 0,001
IMC —Kg./m*, media (DE) 19(3) 23(3) 0,001
Malnutricion (17 kg./m2) —n(%) 12(20) 2(4) 0,03

* Grupo A= diagnostico en la infancia; Grupo B= diagnéstico en la edad adulta; V = varon; M = mujer;

DE = desviacion estandar; IMC = indice de masa corporal.
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Tabla 2. Enfermedad digestiva

GrupoA  GrupoB
N=61 N=50 P

Manifestaciones digestivas iniciales —n (%) 41 (68) 7(14) 0,001
Insuficiencia pancreatica —n (%) 52 (85) 7 (14) 0,001
Pancreatitis —n (%) 0 4 (8) 0,02
Diabetes mellitus —n (%) 15 (25) 24) 0,004
Enfermedad hepaticat —n (%) 13 (21) 2(4) 0,01

* Grupo A= diagnostico en la infancia; Grupo B= diagnostico en la edad adulta; DE= desviacion

estandar; 1 presencia de transaminasas elevadas o de cirrosis hepatica.
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Tabla 3. Enfermedad respiratoria y parametros de funcion pulmonar.

Grupo A GrupoB

n=61 n=50 P
Manifestaciones respiratorias iniciales —n (%) 38 (63) 40 (80) 0,04
ABPA —n (%) 13 (21) 11(22) Ns
ABAP inicial —n (%) 0 4 (8) 0,02
Colonizacion bronquial por P. aeruginosa —n (%) 43 (70) 25 (50) 0,02
Colonizacion bronquial por S. aureus —n (%) 32 (52) 17 (34) Ns
CVF (% valores teoricos DE) 65 (27) 83(19)  0,0001
VEMS (% valores tedricos DE) 55 (27) 79 (24)  0,0001
Pacientes con ingresos hospitalarios —n (%) 34 (56) 16 (32) 0,01
No. de ingresos hospitalarios —media (DE) 1,2 (1) 0,5(0,7) 0,002
Transplante pulmonar —n (%) 10 (17) 2(4) 0,04
Muertes por fibrosis quistica —n (%) 12 (20) 0 0,001

* Grupo A= diagnostico en la infancia; Grupo B= diagnostico en la edad adulta; DE= desviacion
estandar; CVF = capacidad vital forzada; VEMS = volumen espiratorio forzado en el primer segundo; Ns

= no significativo.
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Tabla 4. Criterios clinicos de sospecha de fibrosis quistica en la edad

adulta

Criterios clinicos de sospecha de la enfermedad

No. de casos

Bronquiectasias de etiologia desconocida con colonizacion bronquial
crénica por Pseudomonas aeruginosa

Bronquiectasias de etiologia desconocida con colonizacion bronquial
cronica por Staphylococcus aureus

Neumonias de repeticion

Aspergilosis broncopulmonar alérgica

Pancreatitis recidivante

Azoospermia

Familiar afectado de fibrosis quistica

18

13

NS I L %
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Tabla 5. Caracteristicas genotipicas.

, . Mutaciones
. NUamero de Mutaciones
Mutaciones . Grupo B
mutaciones Grupo A _ *
_ _ * N = 100 (%)
N =222 (%) N =122 (%)
F508delt 90 (40,5) 65 (53,2) 25 (25)%
G542X 13 (5,8) 7 (5,7) 6 (6)
2789+5G—A 11 (4,9) 2 (1,6) 9(9) §
L206W 6 (2,7) 2 (1,6) 4 (4)
R334W 52,2) 0 5(0)8§
Mutaciones con 47(21,1) 26 (21,3) 21 (21)
frecuencia < 1,5%
Desconocidas 50 (22,5) 20 (16,3) 30 (30) ||

"Porcentaje en relacion con el niimero total de cromosomas estudiados. THomocigotos para F508del en
el Grupo A = 20 (32,7%) frente al 0 en el grupo B (prueba y°, p <0,001); i p < 0,0001 (prueba de x°);
§ p < 0,03 (prueba de y* aplicando formula exacta de Fisher); || p < 0,03 (prueba del x*).

76



Tesis Doctoral

4.2.- CORRELACION ENTRE EL GENOTIPO Y LA GRAVEDAD
DE LA ENFERMEDAD PULMONAR EN PACIENTES ADULTOS

CON FIBROSIS QUISTICA.

Un total de 120 pacientes adultos con diagnostico de FQ fueron seguidos en nuestra
unidad durante el tiempo del estudio. Setenta y cuatro pacientes (40 hombres), con una
edad media (DE) de 26.7 (8,3) afios, en quienes fue posible diagnosticar dos mutaciones
del RTFQ fueron incluidos en el estudio. De estos, cuarenta y cuatro pacientes (59,5%)
fueron transferidos a la unidad de adultos desde la unidad pediatrica de FQ y los otros
30 (40,5%), fueron diagnosticados en la unidad de adultos. La media (DE) del tiempo

de seguimiento en la unidad de adultos fue de 4.5 (3,1) afios (rango 1-15).

La prueba de sudor fue positiva (definido por concentraciones de i6n cloruro en
sudor mayores a 60 mEq/L. en dos ocasiones) en todos menos en tres pacientes, quienes
presentaban los genotipos siguientes: [507del/D1270N+1274W, F508del/D836Y y

F508del/R347H respectivamente.

Las caracteristicas genéticas de acuerdo con la clase de mutaciones del RTFQ en
cada cromosoma y el tipo de disfuncion molecular se muestran en la tabla 6. Se
diagnosticaron once mutaciones diferentes de clase I; cuatro mutaciones diferentes de la
clase II, siendo la mutacion F508del la mutacion mas prevalente en el total de
cromosomas; dos mutaciones de la clase III; seis de la clase IV y cuatro mutaciones de

la clase V. Doce mutaciones diferentes pertenecian a las clases III, IV y V.
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Los grupos en base a la clase funcional de las mutaciones de RTFQ en ambos
cromosomas son presentados en la tabla 7. En los 74 pacientes estudiados se
encontraron 34 genotipos diferentes. El genotipo observado con mayor frecuencia fue el
F508del/F508del en 21 pacientes, seguido por el F508del/G542X vy
F508del/2789+5G—A en cinco pacientes cada uno. Veintitrés genotipos se observaron
con una frecuencia de solamente un paciente en cada uno de ellos. Cincuenta y siete
pacientes presentaron la mutaciéon F508del en al menos uno de sus cromosomas.
Treinta y siete pacientes presentaron en su genotipo mutaciones de la clase I o Il en
ambos cromosomas, la otra mitad presentd una mutacion de la clase III, IV o V en al

menos uno de los cromosomas.

No se observaron diferencias significativas en la media de los valores actuales de
CVF y VEMS, expresados como porcentajes del valor predeterminado, entre pacientes
con genotipo I-II/III, I-II/IV y I-1I/V; sin embargo, estos valores fueron

significativamente mayores que en pacientes con genotipo I-II/I-II (figura 1).

La evolucion de la enfermedad pulmonar fue significativamente diferente entre los
pacientes con el genotipo I-II/I-11 y aquellos que tenian mutaciones clase I1I, IV o V en
al menos un cromosoma. Los pacientes con mutaciones clase I o II en ambos
cromosomas tuvieron menores valores basales de CVF y VEMS y una disminucion
mayor en la funciéon pulmonar durante el tiempo de seguimiento en comparacién con

los pacientes con al menos una mutacion clase III, IV o V. Esta disminucion persistio
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cuando la progresion de la enfermedad pulmonar fue ajustada para la edad y el tiempo

de seguimiento (p 0,04, figura 2).

El estudio de supervivencia mostrd que la probabilidad de presentar una enfermedad
pulmonar terminal, definida como muerte o la necesidad de recibir un transplante
pulmonar, fue significativamente mayor entre los pacientes con mutaciones clase I-II en

ambos cromosomas (calculo de tiempo al evento p <0,001, Fig. 3).

El estudio de correlacion entre el genotipo y el fenotipo pulmonar mostré6 una
correlacion significativa entre el par de mutaciones y la gravedad de la enfermedad
pulmonar. Los pacientes con genotipo I-II/I-II tuvieron un riesgo mayor de desarrollar
una enfermedad pulmonar moderada o grave, definida como el desarrollo de valores
espirométricos menores del 60% del predicho, y este riesgo fue independiente a la
presencia de insuficiencia pancreatica (OR 7,1 IC 95% 1,3-40) en el analisis univariado.

(Tabla 8).

Las caracteristicas antropométricas y demograficas, asi como el estatus de funcion
pancredtica y pulmonar se muestran en la tabla 4. Los pacientes con mutaciones clase |
o II en ambos cromosomas tuvieron una incidencia significativamente mayor de
insuficiencia pancredtica, colonizacion bronquial crénica por P. Aeruginosa 'y S.
aureus, y enfermedad pulmonar terminal. (p 0,001). Los pacientes con al menos una

mutacion clase III, IV o V mostraron pardmetros antropométricos mejores.
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Discusion

En nuestro estudio se demuestra la relacion entre la clase funcional del RTFQ en
ambos cromosomas y la gravedad de la funcion pulmonar en pacientes adultos con FQ.
Los pacientes que tenian mutaciones de las clases I o Il en ambos cromosomas
presentaron significativamente unos valores menores en los parametros espirométricos,
una pérdida mayor de la funcion pulmonar durante el seguimiento, un riesgo mayor de
desarrollar una enfermedad pulmonar moderada-grave, y una probabilidad menor de
supervivencia debido al desarrollo de una enfermedad pulmonar terminal que los

pacientes con al menos una mutacion del RTFQ de clases funcionales III, IV o V.

Sin embargo, se ha sugerido que factores ambientales constituyen el factor mas
importante en la modificacion del desarrollo, progresion y gravedad de la enfermedad
pulmonar en la FQ*. La posibilidad de acceder a centros especializados, estrategias de
tratamiento asi como el estrato socioeconomico han demostrado afectar el curso de la

193167 En nuestro estudio, el impacto de esos

enfermedad durante los ultimos afios
factores se redujo razonablemente dado que todos los pacientes fueron tratados y
seguidos clinicamente en la misma unidad de FQ desde que se establecid su
diagnostico. El sistema nacional salud de Espafia garantiza que todas las personas
reciban servicios de salud independientemente de su estrato socioecondémico. Todas las

unidades de FQ estan integradas en el sistema nacional de salud y los pacientes reciben

el tratamiento sin costo alguno y sin ninguna restriccion.

Debido a que los pacientes con FQ nacen con pulmones aparentemente normales y
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el deterioro de la enfermedad pulmonar es progresivo, estudiamos la relacion entre el
genotipo y el fenotipo pulmonar desde el nacimiento hasta la admision a la unidad de
adultos y posteriormente, durante su seguimiento en la unidad. Paraddjicamente, los
valores espirométricos basales tomados a su ingreso en la unidad de adultos fueron
significativamente menores en pacientes con mutaciones de las clases I o II en ambos
cromosomas, la mayoria de los cuales recibieron tratamientos especializados desde su
diagnéstico en la edad pediatrica, que los valores observados en pacientes con al menos
una mutacion de clase III, IV o V, la mayoria de los cuales recibieron tratamiento

especializado s6lo después de su diagndstico en la edad adulta.

Estos hallazgos sugieren que el genotipo es un factor pronostico mas importante que
los factores ambientales para el fenotipo pulmonar en pacientes con FQ. Sin embargo,

. . . . e 140.14
factores ambientales junto con posibles modificadores genéticos'**'*’

pueden influir y
explicar, al menos en parte, la variabilidad del fenotipo pulmonar observados en

algunos casos en pacientes con el mismo genotipo.

La funcion pulmonar puede mantenerse normal o casi normal durante los primeros
afios de vida, por lo que es necesario un periodo de seguimiento largo para poder
observar diferencias significativas en pacientes con diferentes genotipos. La mayoria de
los estudios disefiados para demostrar la correlacion entre el genotipo y fenotipo han
empleado poblaciones de pacientes diagnosticados de FQ en la infancia o la
adolescencia. En estos estudios, la mutacion F508del y algunas otras més producen un
efecto similar respecto al fenotipo pulmonar, por lo que hasta ahora no ha habia podido

ser demostrado una diferencia clara entre las mutaciones del RTFQ y la gravedad de la
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enfermedad pulmonar'*®.

La alta prevalencia de mutaciones de clase I o II en pacientes diagnosticados a
edades tempranas y el relativo corto periodo de seguimiento puede ser crucial en el
hecho de no haber podido demostrar una relacion entre el genotipo y la gravedad de la

enfermedad pulmonar en esos trabajos.

A diferencia de otros trabajos, en nuestro estudio todos los pacientes fueron adultos
con un promedio de edad alto y todos fueron evaluados en el mismo centro. Cuarenta
por ciento de estos pacientes fueron diagnosticados en la edad adulta y la mayoria de
ellos tenian al menos una mutacion del RTFQ de las clases III, IV o V (Tabla 4), lo que
permitid demostrar una relacion entre el genotipo con la funcién pulmonar. El fenotipo
pulmonar leve observado en pacientes con genotipo I-II/III-V es consistente con
estudios previos donde algunas mutaciones poco frecuentes como la RI17H'®,
A455E"™ ) 3849+10kbC—T'%®, 2789+5G—T'%, and P67L'" (todas ellas mutaciones

de clase IV o V) claramente se asocian a una mejor evolucion pulmonar.

Los datos observados en este estudio apoyan la hipotesis de que las diferencias en el
fenotipo pulmonar en la FQ pueden estar relacionadas con el efecto del genotipo en la
produccion y funcion del RTFQ. Sin embargo, es importante reconocer que mutaciones
especificas pueden tener caracteristicas de mas de una clase funcional, y que diferencias
entre mutaciones de la misma clase funcional pueden ser posibles.

La relacion mas clara entre el tipo de disfuncion molecular de las mutaciones del

RTFQ vy el fenotipo, ha sido previamente relacionado con la afectacion pancredtica.
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Asi, la mayor parte de las mutaciones que hacen que no se produzca la proteina RTFQ
(mutaciones de la Clase I, como la G542X), que no llegue a la membrana epitelial de
las células (mutaciones de la Clase II, como la F508del) o que den lugar a un descenso
en la estabilidad de la proteina (mutaciones de la Clase VI) se acompafian de
insuficiencia pancreatica y de manifestaciones clinicas graves. Por el contrario, las
mutaciones que producen RTFQ pero estd alterada su regulacion (mutaciones de la
Clase III), su conduccion (mutaciones de la Clase IV) o se sintetiza en cantidad escasa
(mutacion de la Clase V) pueden acompanarse de insuficiencia o suficiencia pancreatica

</ F 1. s I r 171
asociandose, en este Gltimo caso, a una evolucion clinica mucho mas leve'’".

Estudios previos han demostrado una relacion entre el genotipo y la asociacion entre

IP y la gravedad de la enfermedad pulmonar'*

, por lo que la presencia de IP fue
considerada el factor pronostico mas importante en relacion con la funcidon pulmonar.
Sin embargo, en este estudio, el analisis de regresion logistica univariado demostr6 una
correlacion significativa entre el genotipo y la gravedad del dafo pulmonar, y esta
diferencia persistio al ajustar el andlisis estadistico a la presencia de IP. Esto sugiere

que la funcion pulmonar es una expresion fenotipica que predice, de forma

independiente, el pronostico de la enfermedad.

El tratamiento efectivo de la enfermedad pancreéatica, pulmonar y digestiva ha
mejorado de manera evidente la supervivencia de los pacientes con FQ en los tltimos
treinta afos. Actualmente, la mayoria de las muertes ocurren en la edad adulta y la
progresion del dafio pulmonar es su principal causa. En este estudio, todas las muertes

fueron secundarias a la enfermedad pulmonar y todos excepto un paciente tenian
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mutaciones de las clases I o II en ambos cromosomas. La probabilidad de
supervivencia, cuando el tiempo-al-evento fue calculado desde la fecha de nacimiento
hasta el desarrollo de una enfermedad pulmonar terminal, fue menor que en aquellos
pacientes en quienes su genotipo incluia al menos una mutacion de las clases III, IV o
V.

- 144
Estos resultados son consistentes con los observados por McKone et al

en un
estudio retrospectivo utilizando el registro nacional de la fundaciéon americana de FQ.
Ellos encontraron que los pacientes homocigotos para la mutacion F508del tenian, de
manera significativa, una mortalidad cruda y ajustada para la edad y sexo mayor, en

comparacion con los pacientes homocigotos para mutaciones de las clases IV o V y los

heterocigotos para F508del con R117H, 3849+10kbC—T y 2789+5G—T.

Nuestro estudio tiene algunos sesgos. No fueron incluidos pacientes que se
diagnosticaron en la edad pedidtrica y que murieron antes de alcanzar la edad adulta.
Ademads, no fue posible realizar estudio genético a aquellos pacientes que murieron
antes de 1992, y solo fue posible estudiar ocho mutaciones en aquellos que murieron
entre 1992 y 1996. Sin embargo, en el estudio de McKone et al.'**, se observé que la
mayoria de los pacientes que murieron a edad temprana fueron portadores de
mutaciones de las clases I o II en ambos cromosomas. Estos hallazgos nos hacen
suponer que los pacientes que murieron y no fueron incluidos en nuestro estudio
podrian ser portadores de esos genotipos. Por otra parte, es posible que pacientes
adultos con FQ atin no han sido diagnosticados. Ellos probablemente sean portadores de

mutaciones asociadas a fenotipos leves y que no han dado manifestaciones clinicas
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durante la edad adulta’.

El niimero limitado de mutaciones de clase III en nuestro estudio hace dificil el
poder hacer conclusiones sobre su correlacion con el genotipo pulmonar. Sélo las
mutaciones DI1270N y G551D fueron analizadas, y éstas fueron asociadas con una
evolucion de la funcion pulmonar mds favorable. Sin embargo, estudios previos
sefialan que entre las mutaciones de la clase III existe una amplia variabilidad en los
fenotipos y que esto depende principalmente del sitio de la proteina RTFQ para la cual

. 172,173
codifican'"*'"3,

En resumen, los médicos de adultos debemos considerar que la FQ no siempre se va
a revelar como manifestaciones digestivas y respiratorias graves desde los primeros
afios de la vida y que formas fenotipicas mas leves, especialmente de tipo respiratorio,
pueden aparecer en la edad adulta. Asi, ante pacientes adultos que presenten
bronquiectasias, colonizacion bronquial crénica por P aeruginosa o por S aureus,
ABPA, neumonias de repeticion o pancreatitis recidivantes no explicadas por otras

causas, se les debe de descartar la FQ.

Los resultados de este estudio apuntan a que el genotipo, basado en la clase
funcional en ambos cromosomas, parece ser el factor mas importante para el fenotipo
pulmonar y para la supervivencia en relacién con el dafio pulmonar. Pacientes con
genotipos que incluyen mutaciones clase I o II en ambos cromosomas presentan un
deterioro de la funcion pulmonar mas rapido y menor probabilidad de supervivencia en

relacion con la enfermedad pulmonar que pacientes con otros genotipos, especialmente
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en aquellos pacientes que poseen al menos una mutacion de las clases III, IV o V.
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Tabla 6. Mutaciones del RTFQ de acuerdo a la clase funcional.

Clase ] N »
Funcional Disfuncion Molecular Mutacion
I Defecto en la sintesis de la G542X, 711+1G—>T, 1609delCA, R1162X,
proteina 1717-8G—A, WI1282X, 1782delA, Q890X,
1898+3A—G, CFTRdelel9, 936delTA
11 Defecto en el procesamiento F508del, N1303K, I507del, R1066C
11 Defecto en la regulacion D1270N+R74W, G551D
v Defecto en la conductancia L206W, R334W, R117H, R347H,
D836Y, P205S
\Y Defecto parcial en la produccion ~ 2789+5G—A, 1811+1.6kbA—G,

o el procesamiento

3849+10kbC—T, 3272+26G—A
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Tabla 7. Grupos basados en el genotipo.

Clase funcional

Genotipo

No de pacientes

I

I/

/I

v

v

/11

/1

v

v

G542X/W1282X
R1162X/1898+3A—G

R1162X/CFTRdelel9
F508del/G542X

F508del/711+1G—>T
F508del/1717-8G—A
F508del/936delTA
F508del/R1162X

N1303K/1609delCA
G542X/D1270N+R74W

711+1G—->T/G551D
G542X/P205S

Q890X/R334W

1609delCA/R347H
G542X/2789+5G—>A

G542X/1811+1.6kbA—>G
1782delA/2789+5G—>A

1609delCA/1811+1.6kbA—G
F508del/F508del

F508del/N1303K

F508del/R1066C
F508del/D1270N+R74W

1507del/D1270N+R74W
F508del/L206W

F508del/R334W
F508del/R117H
F508del/R347H

F508del/D836Y
F508del/2789+5G—>A

F508del/3849+10kbc—T
F508del/1811+1.6kbA—>G
F508del/3272-26G—>A
N1303K /1811+1.6kbA—>G
NI1303K/2789+5G—>A

1

—_—

N D =

—_ = =

N —

21

—_—

\S] N D= N W W o=
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Grupos de acuerdo a la clase de mutaciones en ambos cromosomas

Figura 1. Analisis comparativo de los valores espirométricos actuales calculados
con ANOVA. Los valores medios (95% IC) de la CVF y el VEMSI expresados como
porcentaje del valor predeterminado fueron mayores en los pacientes con al menos una
mutacion de la clase III, IV o V del RTFQ en su ultima visita a la unidad de adultos.
Definicion de abreviaciones: CVF=capacidad vital forzada; VEMS=volumen
espiratorio forzado en el primer segundo.

89



Tesis Doctoral

100 96 100 —+
92,9
_ 89,9
- 86,1
88,7 _
| 84,6
| il 80,8
80 | 80 T
81,1 —_ 766
S __ X
v
N 71,0 76,3 o i
o @)
O = 71,7 |
b 8 61,8
ke 61,0 kS 67,1
S 63,5 g -
g 60 | T I 60 |
i’ ) 54,0
15) =
= o N
S s u
< 56,0 B 527 > 52,7
> .
i %)
L; = 445
O L = — '
43,6
40 T 444 40 T
349
|:| LI/ -IV-V (n=37) |:| LI/ T-IV-V (n=37)
. LI/ 111 (n=37) . 11/ 111 (n=37)
T I I 1 T
Valor basal Valor actual Valor basal Valor actual

Figura 2. Evolucion de la enfermedad pulmonar durante el seguimiento en la
unidad de Fibrosis Quistica de adultos calculado con ANOVA. La progresion del
dafio pulmonar, ajustado para edad y tiempo se seguimiento, fue significativamente
mayor en el grupo de pacientes con mutaciones de la clase I o II del RTFQ en ambos
cromosomas (p<0,04). Los valores son expresados en medias (95% CI) del porcentaje
con respecto del valor esperado. Definicion de abreviaciones: CVF=capacidad vital

forzada; VEMS=Volumen espiratorio forzado en el primer segundo.
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Figure 3. Curva Kaplan Meier de supervivencia de acuerdo con el
genotipo. Se calculo el tiempo-al-evento desde la fecha de nacimiento
a la fecha de diagnostico de enfermedad pulmonar terminal. Célculo

de tiempo al evento: p<0,001.
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Tabla 8. Riesgo de sufrir una enfermedad pulmonar moderada-grave

en pacientes con mutaciones clase | o 11 en ambos cromosomas.

No. de pacientes  Genotipo I-11/1-11 OR* OR'
(n=74) n (%) (IC 95%) (IC 95%)

CVF

> 60% 49 16 (33%) 1 1

<60% 25 21 (84%) 10,83 (3,18-36,84) 7,12 (1,25-40,46)
VEMS

> 60% 37 8 (22%) 1 1

<60% 37 29 (78%) 13,14 (4,34-39,75) 8,74 (1,89-40,83)

+
*Calculado por modelo de regresion logistica univariado. (IC 95%). Ajustado con insuficiencia
pancreatica. Definicion de abreviaciones: CVF = capacidad vital forzada; VEMS = volumen espiratorio

forzado en el primer segundo.
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Tabla 9. Caracteristicas demograficas y clinicas de los grupos de

acuerdo con el genotipo.

Genotipo Genotipo p

1-11/1-11 -1/, 1IvoVv

(n=37) (n=37)
Sexo, hombres n (%) 18 (48,6) 22 (59,5) 0,484
Edad, afios* 22,5 (+4,9) 30,9 (£8,8) <0,001
Edad de diagnostico, afios* 4,2 (£5,3) 21,9 (£13,4) <0,001
Diagnostico en la edad adulta, n (%) 1(2,7) 28 (75,7) <0,001
Afios de seguimiento™ 3,7 (£3,7) 5,3 (%1,9) 0,024
IMC, Kg./m** 18,4 (£2,9) 23 (+3) <0,001
Concentracion de I6n cloruro en sudor, mEq/L.* 108 (£23) 89 (£22) 0,001
Sintomas digestivos al diagnostico, n (%) 28 (73,7) 9(24.,3) 0,010
Insuficiencia pancreética, n (%) 36 (97,3) 9(24.,3) <0,001
Sintomas pulmonares al diagndstico, n (%) 25 (68,4) 28 (75,7) 0,439
Colonizacién por P aeruginosa, n (%) 32 (86,5) 16 (43,2) < 0,001
Colonizacioén por S. aureus, n (%) 22 (59,5) 12 (32,4) 0,019
Enfermedad pulmonar terminal, n (%) 15 (40,5) 1(2,7) 0,001
-Transplante pulmonary, n (%) 9(24,3) 1(2,7) 0,010
-Defunciones, n (%) 11 (29,7) 1(2,4) 0,012

*Valores presentados en medias (£DE). {Valores obtenidos en la primera visita a la unidad de adultos.

Definicion de abreviaciones: IMC=Indice de masa corporal.

93



Tesis Doctoral

5.- CONCLUSIONES

1. El diagnostico de FQ en la edad adulta representa el 16-20% de los
diagnésticos de esta enfermedad, por lo que también debe considerarse una

enfermedad de diagnostico en la edad adulta.

2. Los pacientes con diagnostico de FQ en la edad adulta presentaron mayor
edad al momento del estudio, menores niveles de concentracion de I6n
cloruro en sudor y mejores parametros antropométricos que los pacientes con

diagnostico en la edad pediatrica.

3. Los pacientes con diagnostico de FQ en la edad adulta presentaron una menor
incidencia de manifestaciones digestivas, insuficiencia pancreatica, diabetes

mellitus y de enfermedad hepatica cronica al momento del diagnostico.

4. Los pacientes con diagnostico en la edad adulta presentaron una mejor
funcion pulmonar medida por espirometria y menor incidencia de muerte por

enfermedad pulmonar terminal y transplante pulmonar.

5. Se debe de sospechar el diagnostico de fibrosis quistica del adulto en

pacientes con bronquiectasias de etiologia desconocida, sobre todo cuando

presentan colonizacidon bronquial cronica por P. aeruginosa 'y S. aureus.
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10.

11.

12.

Los cuadros de neumonias de repeticion, aspergilosis broncopulmonar
alérgica, pancreatitis recidivante y azoospermia son criterios clinicos de

sospecha de FQ en pacientes adultos.

Existe una diferencia en la prevalencia de las mutaciones del RTFQ entre
pacientes con diagnostico de FQ en la edad adulta con respecto a los que se

diagnostican en la infancia.

La prevalencia de la mutacion F508del es menor entre los pacientes con

diagnostico de FQ en la edad adulta.

Los pacientes con diagnostico de FQ en la edad adulta tienen una mayor

prevalencia de mutaciones de la clase III, [V y V.

La gravedad de la enfermedad pulmonar asi como la progresion del dafio
pulmonar es més importante en sujetos con mutaciones de la clase I o II en

ambos cromosomas.

La probabilidad de desarrollar una enfermedad pulmonia terminal es mayor

en pacientes con mutaciones clase I o II en ambos cromosomas.

El riesgo de desarrollar una enfermedad pulmonar grave es mayor en

pacientes con mutaciones clase I o Il en ambos cromosomas, y este riesgo es

independiente de la presencia o no de insuficiencia pancreatica.
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FunpamenTo: Establecer las caracteristicas clinicas y genéticas de los pacientes diagnosticados de
fibrosis quistica (FQ) en la edad adulta.

PAciENTES Y METODO: Estudio retrospectivo, observacional, descriptivo y comparativo de pacientes
adultos afectados de FQ segtin edad del diagnéstico. Se incluyé en el estudio a todos los pacientes
adultos (mayores de 16 afios) controlados en una unidad de fibrosis quistica hasta noviembre de
2001. Los pacientes con diagnéstico de FQ en la infancia (edad < 16 afios) se incluyeron en el
grupo A, y los diagnosticados en la edad adulta (edad > 16 afios) en el grupo B. Se valoraron para-
metros antropométricos, enfermedades digestivas y respiratorias, estudio radiolégico de térax y ab-
domen, bacteriolégico de esputo, de funcion respiratoria y estudio genético. La comparacién entre
grupos se realiz6 mediante la prueba de la > para valores cualitativos y de la t de Student para los
cuantitativos. Una p < 0,05 de dos colas fue considerada significativa.

REsuLTADOS: Se incluyé en el estudio a los 111 pacientes adultos (60 mujeres; edad media: 28 afios;
intervalo: 16-69 aiios) de los 245 (45,3%) pacientes controlados en la unidad de FQ. El grupo A lo
formaron 61 pacientes (32 mujeres; edad media: 23 aiios) y el grupo B, 50 pacientes (28 mujeres;
edad media: 32 afios). En la comparacion entre ambos grupos se encontr6 que los pacientes del gru-
po B presentaban una edad media superior, mayor peso, menor incidencia de manifestaciones digesti-
vas iniciales, de insuficiencia pancreatica, de malnutricion, de enfermedad hepatica, de colonizacion
bronquial crénica por Pseudomonas aeruginosa, de ingresos hospitalarios, de trasplantes pulmonares
y de fallecimientos por FQ. Por el contrario, presentaron mayor incidencia de pancreatitis y de asper-
gilosis broncopulmonar alérgica al diagnéstico y una funcion pulmonar mas conservada. La prueba del
sudor fue negativa en 4 pacientes del grupo B, frente a uno del grupo A. El estudio genético detect6
31 mutaciones genéticas diferentes, de las que 10 sélo se observaron en el grupo B.

CoNcLusioNES: La FQ es una enfermedad también de diagnéstico en la edad adulta. Los pacientes
diagnosticados en la edad adulta tienen una menor incidencia de afectacién digestiva, mejor fun-
cionalismo pulmonar y diferentes mutaciones genéticas; la prueba del sudor puede ser negativa o
indeterminada y el prondstico, mas favorable.

Palabras clave: Fibrosis quistica. Bronquiectasias. Aspergilosis broncopulmonar alérgica. Pancreatitis.
Pseudomonas aeruginosa. Staphylococcus aureus. Prueba del sudor.

Cystic fibrosis in adults: study of 111 patients

BACKGROUND: Our goal was to establish the clinical and genetic characteristics of patients diagnosed
with adult-onset cystic fibrosis (CF).

PATIENTS AND METHOD: This was a retrospective observational descriptive comparative study of CF pa-
tients according to their age at the time of diagnosis. All adult patients (> 16 years old) attended in
our CF Unit until November 2001 were included in the study. Those patients diagnosed of CF at their
childhood (< 16 years old) were categorized as Group A patients, and those diagnosed in adulthood
(> 16 years old) were categorized as group B patients. Anthropometric parameters, respiratory and di-
gestive clinical abnormalities, chest and abdominal radiological exams, sputum bacteriology, respira-
tory function and genetic tests were evaluated. Statistical analysis between groups was performed by
comparing chi square test for qualitative values and the Student t test for quantitative values.

REsuLTs: One hundred and eleven patients (60 women, mean age 28, range 16-69 years) out of a to-
tal sample of 245 (45.3%) patients attended at the CF unit were enrolled in the study. Group A in-
cluded 61 patients (32 women; mean age 23) and group B included 50 patients (28 women; mean
age 32). The comparative study between both groups showed that patients in group B were older,
had a higher weight and less incidence of initial digestive abnormalities, pancreatic insufficiency,
malnutrition, hepatic disease, chronic bronchial colonization by Pseudomonas aeruginosa, admis-
sions, lung transplantation and deaths due to CF. On the contrary, these patients had a higher inci-
dence of pancreatitis, allergic bronchopulmonary aspergillosis at diagnosis and better respiratory
function test parameters. The sweat test was negative in 4 patients of group B and 1 of group A. The
genetic study showed 31 different CF mutations, from which only 10 were observed in group B.
ConcLusions: CF can also be diagnosed in adult age. Patients diagnosed in adulthood have less di-
gestive abnormalities, better lung function and different genetic mutations. The sweat test can be
negative or undetermined. These patients also display a better prognosis.

Key words: Cystic fibrosis. Bronchiectasis. Allergic bronchopulmonary aspergillosis. Pancreatitis.
Pseudomonas aeruginosa. Staphylococcus aureus. Sweat test.
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La fibrosis quistica (FQ) es la enfermedad
hereditaria autosémica recesiva grave
més frecuente en la raza blanca, con una
incidencia estimada de uno de cada 5.352
nifos nacidos a término en Espafa'. En
1989 se identificd el gen responsable de
la FQ?, que se localiza en el brazo largo
del cromosoma 7, que codifica una pro-
teina de 1.480 aminoacidos llamada re-
guladora de la conductancia transmem-
brana de la fibrosis quistica (RTFQ). Esta
proteina se comporta como un verdadero
canal del cloro regulado por AMPc; su al-
teracion afecta a las células de origen
epitelial y puede producir enfermedad en
los senos paranasales, pulmones, tracto
gastrointestinal, pancreas, sistema hepa-
tobiliar, glandulas sudoriparas y aparato
genital masculino®®. Aunque al nacer to-
dos los pacientes con FQ tienen los pul-
mones normales, la afectacién progresiva
sobre las vias respiratorias es la causa de
muerte, por insuficiencia respiratoria, en
el 95% de los casos’.

Durante muchos afios se ha considerado
a la FQ una enfermedad exclusiva de la
edad pediatrica, ya que su diagnostico se
hacia durante los primeros afios de vida y
los pacientes fallecian antes de llegar a la
edad adulta. En la actualidad, la supervi-
vencia de los pacientes diagnosticados
en la infancia ha mejorado considerable-
mente8. Se calcula que los pacientes na-
cidos en la década de los afios 90 y diag-
nosticados en la infancia tendréan una
expectativa de vida de 40 afos®. Por otra
parte, el mejor conocimiento de las bases
genéticas de la enfermedad ha permitido
saber que existen formas fenotipicas con
poca o0 nula traduccion clinica durante
la infancia, que van a manifestarse en la
edad adulta, momento en el que debe
realizarse el diagnéstico. Conocer las ca-
racteristicas clinicas de estas formas de
presentacion es importante para estable-
cer los criterios clinicos de sospecha que
deben conducir a aplicar los métodos de
diagndstico de FQ en pacientes adultos.
El objetivo del estudio es establecer las
caracteristicas clinicas y genéticas de pa-
cientes diagnosticados de FQ en la edad
adulta y los criterios clinicos de sospecha
de enfermedad en una poblaciéon adulta
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de referencia de pacientes afectados de
esta enfermedad en Espafia.

Pacientes y método

Se realizd un estudio retrospectivo observacional,
descriptivo y comparativo de todos los pacientes
adultos tratados en la Unidad de Fibrosis Quistica
de nuestro hospital desde 1984 hasta noviembre de
2001. Se analizaron las caracteristicas clinicas, de-
mograficas, antropométricas, bacteriolégicas y gené-
ticas de cada individuo. Los pacientes fueron dividi-
dos para su estudio en dos grupos: grupo A, formado
por pacientes diagnosticados de FQ en la edad pe-
diatrica (< 16 afos), y grupo B, constituido por pa-
cientes diagnosticados en la edad adulta (> 16 afos).
A todos los pacientes se les realizaron en el momento
del diagnoéstico, en cada control médico (cada 2-3 me-
ses) y siempre que fue necesario, una evaluacion clini-
ca (con referencia especial a los signos y sintomas res-
piratorios y digestivos), bacteriologia de esputo y
pruebas de funcién respiratoria (espirometria forzada).
Se llevd a cabo estudio analitico de sangre (orina y he-
ces, si necesario) en el momento del diagnéstico, cada
6 meses y siempre que fue necesario durante el perio-
do de seguimiento. Se efectuaron una gammagrafia
pulmonar de perfusion (sustituida por la TC de térax y
abdomen a partir de 1990) y una ecografia abdominal
en el momento del diagnéstico, con periodicidad alter-
nativa bianual y siempre que fue necesario.

Diagndstico de fibrosis quistica

El diagnostico de FQ se estableci6 ante la presencia
de al menos un criterio clinico (enfermedad pulmo-
nar o digestiva compatible, historia familiar de FQ en
hermanos o primos, ausencia bilateral de conductos
deferentes [ABCD] o un cribado neonatal positivo) y
una prueba de laboratorio que evidencié disfuncion
de la proteina RTFQ (concentracion de ion cloruro en
el sudor igual o superior a 60 mEg/I al menos dos
ocasiones, o deteccién de dos mutaciones del gen de
la FQ)104,

Prueba del sudor. La muestra de sudor se realizé me-
diante el sistema Macroduct!?. Se considerd diagnos-
tica una concentracién de ion cloruro en sudor igual o
superior a 60 mEg/len dos ocasiones diferentes.

Estudio genético. A todos los pacientes se les realizd
un estudio genético que incluia 32 mutaciones en
cada muestra mediante Genotyper® Cystic Fibrosis
Diagnosis System, PE Applied Biosystem, CA, EE.UU.).
En los casos en que el estudio fue negativo se llevo a
cabo, siempre que fue posible, un estudio genético
ampliado en el Departamento de Genética Molecular
del IRO (Institut de Recerca Oncologica), del Hospital
Duran y Reynals (Barcelona), que incluye el andlisis
de las regiones codificantes y anexas del gen RTFQ,
mediante técnicas de DGGE (denaturing gradient gel
electroforesis) y SSCA (single strand conformation
analysis), Genephor Amersham Pharmacia Biotech,
Buckinghamshire (England), con un nivel de detec-
cién del 98% en la poblacién espafiola y los marca-
dores intragénicos IVS8-6(T), IVS8CA e IVES7bTA.

Criterios diagnosticos de enfermedades asociadas

La insuficiencia pancreédtica se evalud por el estado
nutricional, numero y caracteristicas de las evacua-
ciones, valores de grasa o elastasa fecal, e imagen
del pancreas por TC o RM®. El estado nutricional fue
determinado segun el sexo, la edad (adecuado creci-
miento/desarrollo) y el indice de masa corporal: peso
(kg)/altura? (m).

El diagndéstico de aspergilosis broncopulmonar alérgi-
ca (ABPA) se baso en la combinacién de criterios cli-
nicos (asma, infiltrados pulmonares cambiantes, As-
pergillus fumigatus en esputo y la respuesta al
tratamiento con esteroides orales) e inmunolégicos
(prueba cutanea positiva para A. fumigatus, IgE séri-
ca total mayor de 1.000 kU/I, IgE especifica y precipi-
tinas séricas positivas)!.

Estudio de la funcion respiratoria

Los parametros de funcion respiratoria estudiados
fueron: capacidad vital forzada (CVF), volumen espi-
ratorio forzado en el primer segundo (VEMS) y rela-
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TABLA 1
Caracteristicas clinicas, bacteriolégicas y de funcién pulmonar
Grupo A (n = 61) | Grupo B (n = 50) p
Sexo (V/M) 29/32 22/28 NS
Edad de diagnéstico (media [DE]), afios 5(4) 32(14) 0,0001
Edad actual (media [DE]), afios 23 (5) 36 (13) 0,0001
Concentracion ion cloruro en sudor (media [DE]), mEg/I 101 (25) 87(16) 0,001
Peso (media [DE]), kg 50 (10) 65 (12) 0,0001
Altura (media [DE]), cm 162 (9) 165 (17) NS
IMC (media [DE]), kg/m? 19 (3) 23 (3) 0,0001
Malnutricién (< 17 kg/m?) (n [%]) 12 (20) 2(4) 0,03
Manifestaciones digestivas iniciales (n [%]) 41(68) 7 (14) 0,0001
Insuficiencia pancreética (n [%1) 52 (85) 7 (14) 0,0001
Pancreatitis (n [%]) 0 4(8) 0,02
Diabetes mellitus (n [%]) 15 (25) 2(4) 0,004
Enfermedad hepética (n [%]1)* 13 (21) 2 (4) 0,01
Colelitiasis (n [%]1) 7(12) 6(12) NS
Manifestaciones respiratorias iniciales (n [%]) 38 (63) 40 (80) 0,04
ABPA (n [%]) 13 (21) 11 (22) NS
ABPA inicial (n [%]) 0 4(8) 0,02
Colonizacién bronquial por Pseudonomas aeruginosa (n [%]) 43 (70) 25 (50) 0,02
Colonizacion bronquial por Staphylococcus aureus (n [%]) 32 (52) 17 (34) NS
CVF (% valores teoricos [DE]) 65 (27) 83 (19) 0,0001
VEMS (% valores teoricos [DE]) 55 (27) 79 (24) 0,0001
Pacientes con ingresos hospitalarios (n [%]) 34 (56) 16 (32) 0,01
N.° de ingresos hospitalarios (media [DE]) 1,2 (1) 0,5(0,7) 0,002
Trasplante pulmonar (n [%]) 10(17) 2(4) 0,04
Muertes por fibrosis quistica (n [%]) 12 (20) 0 0,001

*Grupo A: diagnoéstico en la infancia; grupo B: diagnéstico en la edad adulta; V: varén; M: mujer; DE: desviacién estandar; IMC:
indice de masa corporal; ABPA: aspergilosis broncopulmonar alérgica; CVF: capacidad vital forzada; VEMS: volumen espiratorio
forzado en el primer segundo. *Presencia de transaminasas elevadas o de cirrosis hepética.

TABLA 2

Criterios clinicos de sospecha de fibrosis quistica en pacientes adultos

Criterios clinicos de sospecha

N.° de casos

cronica por Pseudonomas aeruginosa

Neumonias de repeticion
Aspergilosis broncopulmonar alérgica
Pancreatitis recidivante

Azoospermia

Familiar afectado de fibrosis quistica

Bronquiectasias de etiologia desconocida con colonizacién bronquial 18

Bronquiectasias de etiologia desconocida con colonizacion bronquial 13
crénica diferente de P. aeruginosa (Staphylococcus aureus u otras)

N

cion VEMS/CVF x 100. Los valores de referencia para
la espirometria forzada se tomaron de Roca et al'®.

Estudio estadistico

El estudio de variables cualitativas se realizé6 median-
te la prueba de la x* o la prueba exacta de Fisher
cuando fue necesario. El estudio de variables cuanti-
tativas se realiz6 mediante la prueba de la t de Stu-
dent para datos no apareados. Una p < 0,05 de dos
colas fue considerada significativa.

Resultados

De los 245 pacientes afectados de FQ con-
trolados en la Unidad de Fibrosis Quistica
de nuestro centro, se incluyd a 111 pa-
cientes (45,3%) que en el momento del
estudio tenian mas de 16 afios de edad
(60 mujeres; edad media [DE]: 28 (11)
afos; extremos: 16-69 afios). De éstos, 50
(28 mujeres; edad media: 36 (14) afios;
extremos: 16-67 afios) pacientes fueron
diagnosticados en la edad adulta (grupo
B), y 61 (32 mujeres; edad media: 23 (5)
afios; extremos: 16-33) en la edad pediatri-
ca (grupo A) (tabla 1). Los pacientes diag-
nosticados en la edad adulta representaron
el 20% de todos los pacientes con FQ y el
45% del total de pacientes adultos.

El diagnostico de FQ se realizd por una
prueba del sudor positiva (concentracio-
nes de ion cloruro en sudor de 60 mEq/|
0 superiores en dos ocasiones diferen-
tes'®) en 106 de los 111 pacientes. En
los 5 pacientes restantes (uno del grupo
Ay 4 del grupo B), con prueba del sudor
negativa, el diagndéstico se establecio al
detectarseles dos mutaciones del gen del
RTFQ.

Las caracteristicas clinicas, bacterioldgi-
cas y de funcién pulmonar se exponen
en la tabla 2. Los pacientes diagnostica-
dos en la edad adulta (grupo B) presen-
taron, con respecto al grupo A, diferen-
cias estadisticamente significativas en
relacion con: edad media superior en el
momento del estudio; manifestaciones
respiratorias predominantes; parametros
antropométricos mejores; menor inciden-
cia de manifestaciones digestivas, malnu-
tricion, insuficiencia pancreética y de en-
fermedad hepatica, y mayor incidencia
de pancreatitis. Ademas, en los pacientes
del grupo B se observé una incidencia
menor de colonizacion bronquial cronica
por Pseudomonas aeruginosa, parame-



tros de funcién pulmonar mas conserva-
dos (CVF, VEMS) y un nimero menor de
ingresos hospitalarios, de indicaciones de
trasplante pulmonar y de fallecimientos
relacionados con la FQ.

Las caracteristicas clinicas de los pa-
cientes diagnosticados en la edad adulta
en el momento del diagnéstico se recogen
en la tabla 2. Las bronquiectasias de etio-
logia desconocida con colonizacion bron-
quial crénica por P. aeruginosa o Staphy-
lococcus aureus, la ABPA y la pancreatitis
recurrentes fueron las enfermedades aso-
ciadas mas frecuentes.

De los 222 cromosomas estudiados en los
111 pacientes se detectaron 172 muta-
ciones del RTFQ, las cuales se agrupaban
en 31 mutaciones diferentes (tabla 3).
Las mutaciones detectadas con mayor
frecuencia fueron la F508del y la G542X,
que se presentaron en el 40,5y el 5,8%
de los cromosomas, respectivamente. La
comparacion entre ambos grupos de es-
tudio puso de manifiesto que ningln pa-
ciente del grupo B fue homocigoto para la
mutacion F508del frente a 20 (33%) de
los pacientes del grupo A (p < 0,001). En
el grupo A se detectaron 21 mutaciones
diferentes y en el grupo B, 17; siete de las
mutaciones se hallaron en ambos grupos,
15 s6lo en el grupo A, y 10 Unicamente
en el grupo B. Una u otra de las 10 muta-
ciones detectadas solo en pacientes del
grupo B se observaron en 23 de los 171
cromosomas identificados en este grupo y
en todos los casos se acompafiaron de
funcién pancreatica normal. En la tabla 3
se recogen otros resultados observados
en el estudio genético.

Las caracteristicas clinicas de los pacien-
tes diagnosticados en la edad adulta en el
momento de su diagndstico incluyeron la
presencia de bronquiectasias de etiologia
no filiada en 31 casos, colonizacién bron-
quial crénica por P. aeruginosa en 18 ca-
s0s, neumonias de repeticion en 5 casos,
ABPA en 4 casos, pancreatitis recurrente
en otros 4, ausencia bilateral de conduc-
tos deferentes también en 4 casos e his-
toria familiar en otros dos casos.

Discusion

El estudio muestra las caracteristicas cli-
nicas y genéticas de pacientes afectados
de FQ cuyo diagnostico se realiz6 en la
edad adulta y los compara con pacientes
adultos diagnosticados de la enfermedad
durante la infancia. Los resultados ponen
de manifiesto que los pacientes diagnos-
ticados en la edad adulta presentan ca-
racteristicas diferentes con relacion al par
de mutaciones del gen de la FQ y a las
manifestaciones clinicas, que en general
se acompafian de suficiencia pancreatica
y una alteracion pulmonar menos grave
que la de los pacientes diagnosticados de
la enfermedad en la infancia.
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TABLA 3

Mutaciones del gen RTFQ detectadas en los 222 cromosomas
de los 111 pacientes adultos con fibrosis quistica estudiados

Mutaciones N.° de mutaciones Mutaciones en el Mutaciones en el
(n =222) grupo A (n =122)* grupo B (n = 100)*
F508del** 90 (40,5) 65 (53,2) 25 (25)°
G542X 13 (5,8) 7(5,7) 6 (6)
2789 + 5G—A 11 (4,9) 2(1,6) 9 (9P
L206W 6(2,7) 2(1,6) 4 (4)
R334W 5(2,2) 0 5(5)
Mutaciones con frecuencia < 1,5% 47(21,1) 26 (21,3) 21 (21)
Desconocidas 50 (22,5) 20 (16,3) 30 (30)¢

Los datos se expresan como nimero con el porcentaje entre paréntesis.
*Porcentaje en relacién con el nimero total de cromosomas estudiados; **homocigotos para F508del en el grupo A: 20 (32,7%)
frente al O en el grupo B (prueba de la %2, p < 0,001). ?p < 0,0001 (prueba de la %?); °p < 0,03 (prueba de la x? aplicando la for-

mula exacta de Fisher); °p < 0,03 (prueba de la x?).

Estos datos contrastan con algunas publi-
caciones previas, en las que los pacien-
tes diagnosticados en la edad adulta pre-
sentaban estadios mas avanzados de la
enfermedad, con mayor repercusion de
la funcioén respiratoria, 0 no presentaban
diferencias en relacién con los pacientes
diagnosticados en los primeros afios de
vida’. Esta aparente contradiccién puede
explicarse por el hecho de que entre de
los afios 1970-1980, cuando todavia no se
habia descubierto el gen de la FQ, la ma-
yoria de los pacientes diagnosticados pre-
sentaban manifestaciones clinicas, respi-
ratorias y digestivas evidentes desde los
primeros afios de vida. En estos pacientes,
un retraso en el diagnostico impedia que
pudieran beneficiarse de su inclusién en
las unidades pediatricas de FQ, donde la
aplicacion de protocolos multidisciplinarios
de tratamiento y control de la enfermedad
ha demostrado ser uno de los factores de-
terminantes en la mejora de la superviven-
cia y calidad de vida actual de los pacien-
tes'®. Sin embargo, el descubrimiento en
1989 del gen responsable de la FQ ha
permitido ampliar de manera considerable
el conocimiento sobre la patogenia y las
alteraciones fisiopatolégicas que se tenfan
de esta enfermedad. Asi, hoy sabemos
que la alteracion de este gen no se debe a
una Unica mutacion, sino que, por el con-
trario, se han identificado mas de 900 mu-
taciones y 100 variantes y polimorfismos
diferentes!®, y que existe una gran variabi-
lidad respecto de la frecuencia de presen-
tacién de las mutaciones mas comunes en
relacion con el origen étnico y geogréafico
de la poblacion estudiada, como es el
caso de la mutacion F508del, que repre-
senta el 87% de las mutaciones detectadas
en Dinamarca, el 26% de las encontradas
en Argelia® y el 40-50% en poblaciones
hispanas de EE.UU.?1?? y de diferentes
paises de Latinoamérica®>?. En Espafia se
han identificado 75 mutaciones diferentes,
que representarian el 90% de los cromo-
somas estudiados, pero s6lo 10 de éstas
se presentarian con una frecuencia supe-
rior al 1%°.

Por otra parte, entre las mutaciones detec-
tadas del gen RTFQ, existen hasta 6 me-

canismos moleculares distintos en la pro-
duccién anormal de la proteina RTFQ que
dan lugar a una gran variabilidad en las
alteraciones fisiopatolégicas de los orga-
nos afectados. Esta heterogeneidad re-
percute de manera directa en el grado de
afectacion o integridad de los 6rganos re-
lacionados con la proteina RTFQ vy, en
consecuencia, también en la expresion
fenotipica de la enfermedad?’?8. La rela-
cibn mas clara entre los mecanismos mo-
leculares de las mutaciones que producen
RTFQ anormal y su fenotipo ha podido
ser establecida con la afectacion pancre-
atica. Asi, la mayor parte de las mutacio-
nes que hacen que no se produzca la
proteina RTFQ (mutaciones de clase |,
como la Gb42X), que no llegue a la
membrana epitelial de las células (muta-
ciones de la clase II, como la F508del) o
que den lugar a un descenso en la esta-
bilidad de la proteina (mutaciones de la
clase VI) se acompafian de insuficiencia
pancreatica y de manifestaciones clinicas
graves. Por el contrario, las mutaciones
que producen RTFQ pero en las que estéa
alterada su regulacion (mutaciones de
clase ), su conduccion (mutaciones
de clase IV) o se sintetiza en cantidad es-
casa (mutacion de clase V) pueden
acompafiarse de insuficiencia o suficien-
cia pancreatica asociandose, en este Ulti-
mo caso, a una evolucion clinica mucho
mas leve®. Clasicamente se reconoce
que solo el 12-18% de los casos de FQ
se asocian a suficiencia pancreatica. Sin
embargo, nuestro estudio pone de mani-
fiesto que esto debe de referirse exclusi-
vamente a los enfermos diagnosticados
durante la infancia, ya que entre los pa-
cientes diagnosticados en la edad adulta
el 86% se acompafié de suficiencia pan-
credtica, frente a tan sélo un 15% entre
los diagnosticados durante la infancia (ta-
bla 1), lo cual, ademas, se correspondié
con la presencia de diferencias en el tipo
y la frecuencia de las mutaciones detec-
tadas entre ambas poblaciones y en las
caracteristicas clinicas observadas.

Todo ello permite explicar, al menos en
parte, la gran variabilidad en la expresion
clinica debido a las diferencias genotipi-
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cas y la afectacion multiorganica de és-
tas. Asi, las mutaciones que se acompa-
fian de suficiencia pancreatica suelen te-
ner escasas manifestaciones digestivas,
los valores de ion cloruro son mas bajos
en la prueba del sudor, las manifestacio-
nes respiratorias pueden pasar inadverti-
das durante los primeros afios de la vida
y, en consecuencia, el diagnostico, cuan-
do se realiza, suele hacerse a edades
mas avanzadas.

En nuestra serie, la mayoria de los pa-
cientes diagnosticados en la infancia pre-
sentaron insuficiencia pancreatica, mani-
festaciones clinicas gastrointestinales y
respiratorias en el momento del diagnos-
tico y una evolucion peor de la funcion
pulmonar. Por el contrario, en los pacien-
tes diagnosticados en la edad adulta, la
mayoria tenia suficiencia pancreatica y
predominé la enfermedad respiratoria en
el momento del diagnéstico, siendo la
presencia de bronquiectasias, la coloni-
zacion bronquial por P. aeruginosa o S.
aureus y las neumonias de repeticion las
formas clinicas de presentacién mas fre-
cuentes. Sin embargo, llaman la atencién
otras dos formas de presentacion, como
son la ABPA y la pancreatitis recurrente
en 4 casos, respectivamente, y aunque
ambas enfermedades se han descrito
como complicaciones en pacientes con
FQ, con una incidencia de entre el 2 y el
15% para la ABPA y del 1% para la pan-
creatitis, excepcionalmente son el motivo
del diagnostico de la enfermedad en la
infancia33!.

Asi pues, la FQ debe ser también consi-
derada una enfermedad de diagnéstico
en la edad adulta. La prueba del sudor
debe dejar de ser de uso exclusivo de la
edad pediétrica e incorporarse a las téc-
nicas de diagndéstico habituales de pa-
cientes adultos que presenten enferme-
dades, tales como bronquiectasias con
0 sin colonizacion bronquial crénica por
P. aeruginosa o S. aureus, neumonias de
repeticion, ABPA o pancreatitis aguda re-
currente, en ausencia de otras causas
que pudieran explicarlas. Sin embargo,
como ocurrié en 5 de nuestros pacientes
(4 de diagndstico en la edad adulta y uno
de diagnéstico en la edad pediétrica), la
prueba del sudor puede no ser positiva®?,
por lo que otras técnicas de diagnostico,
como el estudio del potencial nasal dife-
rencial®®34, deben considerarse de mane-
ra especial en aquellos casos con valores
indeterminados de concentracion de clo-
ro en sudor (40-60 mEg/l).

Un dato que puede resultar controvertido
en nuestra serie es el porcentaje de pa-
cientes diagnosticados de FQ en la edad
adulta (50/245; 20%) con relacion al nu-
mero total de pacientes controlados en
nuestra unidad, que es sensiblemente
superior al 4% de las formas atipicas de
FQ con diagndstico en la edad adulta que
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se recogen en el Registro de la Funda-
cién Americana de Fibrosis Quistica de
1997%. Aunque es muy dificil establecer
comparaciones entre ambas series, por
las diferencias tan evidentes (mas de
20.000 pacientes en el registro america-
no frente a 245 pacientes de nuestra uni-
dad), creemos que la incidencia que he-
mos encontrado se acerca algo mas a la
realidad que la derivada del registro ame-
ricano, una vez realizados algunos ajus-
tes con relacién a las poblaciones de re-
ferencia. EI 20% de nuestra serie se
convertiria en un 16% (57/344) si a la
poblacién de pacientes con FQ de nues-
tra unidad (adultos y edad pediatrica) se
sumaran los pacientes controlados en las
otras dos unidades de FQ reconocidas en
nuestra autonomia, que son unidades
pediétricas. Por el contrario, el 4% de los
diagnosticos realizados en la edad adulta
recogido en el registro americano se con-
vierte en el 7% cuando se analizan s6lo
los datos de los dos ultimos afios del regis-
tro, tal como hacen Widerman et al®® en
una publicacién reciente. Si tenemos
en cuenta que razas diferentes de la cau-
casica tienen una incidencia menor de
FQ?' y que, por tanto, el fendmeno de la
inmigracion no podria explicar el incre-
mento del 4 al 7% observado en los dos
Ultimos afios en el registro americano,
éste solo puede deberse a una conscien-
cia mayor por parte de los médicos de
adultos de que estas formas de presenta-
cion de la FQ no son tan excepcionales
como se recogia en el panel de consenso
americano sobre FQ publicado en 1998,
en el que solo se atribuia un 2% a las for-
mas atipicas de esta enfermedad que se
diagnostican en la edad adulta. No nos
debera, por tanto, sorprender que en los
préximos afios este porcentaje del 7% se
vea incrementado a medida que la FQ
sea investigada entre la poblacion adulta.
Este mismo argumento es el que puede
explicar el mayor porcentaje de diagndsti-
cos en la edad adulta observado en nues-
tra serie. Cuando en 1984 nuestro grupo
publicéd los primeros casos de FQ en pa-
cientes adultos®%8, ya se apuntaba que
formas leves de esta enfermedad con es-
casa traduccién clinica durante la infan-
cia podian ser méas frecuentes de lo que
hasta la fecha se reconocia y nuestro
grupo incorporo la prueba del sudor como
método de diagnostico en la investigacion
etiolégica de enfermedades como las
bronquiectasias o las neumonias de repe-
ticion no explicadas por otras causas.

En conclusién, los médicos de adultos
debemos considerar que la FQ no siem-
pre se revela como manifestaciones di-
gestivas y respiratorias graves desde los
primeros afios de vida y que formas feno-
tipicas mas leves, especialmente de tipo
respiratorio, pueden aparecer en la edad
adulta. Asi, ante pacientes adultos que

presenten bronquiectasias, colonizacion
bronquial crénica por P. aeruginosa o por
S. aureus, ABPA, neumonias de repeti-
cién o pancreatitis recidivantes no expli-
cadas por otras causas, se debe descar-
tar la presencia de FQ.
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Background: Since the CFTR gene was cloned, more than 1000 mutations have been identified. To date, a
clear relationship has not been established between genotype and the progression of lung damage. A
study was undertaken of the relationship between genotype, progression of lung disease, and survival in
adult patients with cystic fibrosis (CF).

Methods: A prospective cohort of adult patients with CF and two CFTR mutations followed up in an adult
cystic fibrosis unit was analysed. Patients were classified according to functional effects of classes of CFTR
mutations and were grouped based on the CFTR molecular position on the epithelial cell surface (I-11/1-1l,
I-II/1-V). Spirometric values, progression of lung disease, probability of survival, and clinical
characteristics were analysed between groups.

Results: Seventy four patients were included in the study. Patients with genotype IHI/I-ll had significantly
lower current spirometric values (p<<0.001), greater loss of pulmonary function (p<<0.04), a higher
proportion of end-stage lung disease (p<<0.001), a higher risk of suffering from moderate to severe lung
disease (odds ratio 7.12 (95% Cl 1.3 to 40.5)) and a lower probability of survival than patients with
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inherited disease in white people, occurring in approxi-

mately 1:5500 live births in our area.' Patients with CF
have clinical phenotypes that mainly include chronic lung
infection, gastrointestinal tract alterations, and infertility
in men.” They have apparently normal lungs at birth, but
progressive deterioration in pulmonary function is the cause
of death in 95% of cases and represents the principal
prognostic factor in these patients.’

Cystic fibrosis is caused by mutations in the cystic fibrosis
transmembrane conductance regulator (CFTR) gene which
encodes a protein expressed in the apical membrane of
exocrine epithelial cells.* CFTR functions principally as a
¢cAMP induced chloride channel and appears capable of
regulating other ion channels.” Mutations in the CFTR gene
cause inspissated secretions leading to disease in the affected
organs.® Since the CFTR gene was cloned in 1989,” over 1000
mutations in this gene have been identified.®* With reference
to chloride transport dysfunction, the CFTR mutations can be
grouped into five classes: (I) CFTR not synthesised, (II)
defective processing, (II1) defective regulation, (IV) defective
conductance, (V) partially defective production or proces-
sing.” This classification makes it possible to predict the likely
effect of a known mutation on the CFTR function, although
the effect of a given mutation on cell function may not be
known in full. While a major fraction of the CFTR protein
does not reach the epithelial cell surface in the presence of
mutation classes I and II, it is present on the cellular surface
in mutation classes III, IV or V, and a certain residual
function can be found." This variation in the genotype
provides a rationale for effects of the CFTR mutations on
phenotype.

The relationship between genotype and congenital bilateral
absence of the vas deferens' and the relationship between
genotype and pancreatic insufficiency'” have been established
in several publications. Although there are a few rare

Cystic fibrosis (CF) is the most common recessively

www.thoraxijnl.com

genotype I-II/Ill, HI/IV and I-11/V (p<0.001).
Conclusions: The presence of class | or Il mutations on both chromosomes is associated with worse
respiratory disease and a lower probability of survival.

mutations such as A455E and R117H which are clearly
linked to a better pulmonary outcome,'” "> the effect on the
lungs of F508del and most other mutations cannot be
separated and attempts to link mutations in CFTR to severity
of lung disease have been unsuccessful."* Furthermore, genes
other than CFTR and environmental factors such as access to
specialised centres and treatment strategies may be more
important factors in modifying the development, progression,
and severity of pulmonary disease. Possible reasons for the
lack of correlation between genotype and pulmonary disease
include: (1) the majority of studies have been carried out in
children and young patients; (2) the relatively short evolution
of the disease in these patients; (3) the more effective
treatment against rapid progression of lung damage in the
first years of life; and (4) a lack of studies which include
mutations found most frequently when a diagnosis of CF is
established in adulthood.

The hypothesis of this study was that the evolution of
pulmonary disease and the probability of survival may be
related to whether or not the CFTR protein reaches the
epithelial cell surface and a certain residual function could be
present. A prospective study of a cohort of adult patients
treated and followed up at the same CF unit was performed.

METHODS

Adult patients (>16 years) diagnosed as having CF” with
known genotype included in CF Mutation Database (Genetic
Analysis Consortium)® and followed up in the Adult CF Unit
of our centre between January 1992 and December 2002 were
recruited.

Study design

A prospective cohort study was performed to investigate the
relationship between genotype and progression of lung
disease. The primary end points were decrease in pulmonary
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Table 1

CFTR mutation according to functional classification

Class  Molecular dysfunction Mutation

| Defective protein production

Il Defective protein processing

Il Defective protein regulation

\% Defective protein conductance

\ Partially defective production
or processing

G542X, 711+1G—T, 1609delCA, R1162X, 1717-8G—A, W1282X,
1782delA, Q890X, 1898+3A—G, CFTRdele19, 936delTA

F508del, N1303K, 1507del, R1066C

D1270N, G551D

L206W, R334W, R117H, R347H, D836Y, P205S

2789+5G—A, 1811+1.6kbA—G, 3849+10kbC—T, 3272+26G—A

function and mortality from pulmonary disease. The trial was
approved by the hospital ethics committee.

A clinical evaluation, sputum cultures, and pulmonary
function test were carried out at each medical check-up every
3 months and whenever necessary during follow up. Blood
and urine tests were analysed every 6 months. Thoracic and
abdominal CT scans were performed at the time of diagnosis
and biennially. Chronic bronchial colonisation was consid-
ered when three or more sputum cultures were persistently
positive over a period of 6 months. Pancreatic insufficiency
was assessed by fecal fat and/or fecal elastase levels in all
patients. Additional information was obtained by CT scans of
the pancreas and nutritional status was determined accord-
ing to sex, age, and body mass index (weight (kg)/height?
(m?))."* The demographic and clinical characteristics of the
patients analysed were those available on their last visit to
the unit.

Pulmonary function tests

Forced vital capacity (FVC % predicted) and forced expiratory
volume in 1 second (FEV; % predicted) were considered only
if patients were clinically stable (absence of pulmonary
exacerbation over the previous 4 weeks). Predicted values for
forced spirometry were taken from Roca ef al;'” 60% of the
predictive value was taken as a cut-off value to differentiate
between a moderate abnormality and a moderate to severe
abnormality.'® The pulmonary function test results obtained
on the first visit to the adult unit were considered as the
baseline values and those obtained on their last visit to the
unit as the current values. A decrease in pulmonary function
was calculated and adjusted for age and time of follow up.

Genetic study

Molecular analysis of the CFTR gene included the detection of
the 31 most common mutations (Genotype Cystic Fibrosis
Diagnosis System; PE Applied Biosystems, CA, USA). A wider
genetic study was carried out if necessary in the molecular
genetics department of the Oncology Research Institute,
Duran y Reynals Hospital, Barcelona as previously
described." The whole coding region and intronic boundaries
of the CFTR gene were analysed using multiplex denaturing
gradient gel electrophoresis (DGGE) and single strand
conformation polymorphism analysis (SSCP/Heteroduplex;
Genephor, Amersham Pharmacia Biotech, Buckinghamshire,
UK). The combination of these techniques gives a mutation
detection level of 97% in the Spanish CF population (T Casals,
unpublished data).*® The fragments with an abnormal
migration pattern were characterised by sequencing using
the BigDye Terminator Cycle Sequencing kit (PE Applied
Biosystems) on an ABI 377 sequencer.

Relation between genotype and phenotype

Patients were classified depending on the CFTR mutation
class on each chromosome.” They were subsequently cate-
gorised into two groups according to whether the CFTR
protein reached the epithelial cell surface (presence of at least

one mutation class type III, IV or V) or not (presence of type I
or II mutation class on both chromosomes).

Statistical analysis

Descriptive statistics were calculated for continuous variables
and frequency statistics for categorical variables. Exploratory
data analysis (EDA): histogram, box plot, density plot and
normal probability-probability plots (pp-plot) were used for
visual normality examination of the continuous variables.
Differences between means in categorical variables were
performed with the ANOVA method. To study the decline in
pulmonary function between groups the ANOVA method
(repeated measures) was used with baseline and current
spirometric values as dependent variables, genotype groups
as the independent variable, and age and evolution time as

Table 2 Groups based on genotype in CF adult patients

Functional

classes Genotype

= G542X/W1282X
R1162X/1898+3A—~G
R1162X/CFTRdele19

No of subjects

-l F508del/G542X
F508del/711+1G—T
F508del/1717-8G—A
F508del/936delTA
F508del/R1162X
N1303K/1609delCA

—_—_——_——a N :;

(=l G542X/D1270N+R74W 1
711+1G-T/G551D 1

-V G542X/P205S 1
Q890X/R334W
1609delCA/R347H

-V G542X/2789+5G—T 2
G542X/1811+1.6kbA—G 1
1782delA/2789+5G—A 1
1609delCA/1811+1.6kbA—-G 1

1=l F508del/F508del 21
F508del/N1303K 1
F508del/R1066C 1

1=1l] F508del/D1270N+R74W
1507del/D1270N+R74W

15\% F508del /L206W
F508del/R334W
F508del/R117H
FO8del/R347H
F508del/D836Y

—NwWwwhMN

-V F508del/2789+5G—A
F508del/3849+10kbC—T
F508del/1811+1.6kbA—G
F508del/3272+26G—A
N1303K/1811+1.6kbA—>G
N1303K/2789+5G—A

—_—_—_ NN O
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Figure 1 Comparative analysis of current spirometric values estimated using ANOVA. The mean (95% Cl) predicted values for forced vital capacity

(FVC) and forced expiratory volume in 1 second (FEV;) were higher in patients with at least one CFTR class I, IV or V mutation on their last visit to our

unit.

adjusted variables. ANOVA method (two way) and Scheffe
test as post hoc test were carried out to evaluate the
association between classes of mutation on both chromo-
somes (I-1I/I-1I, I-TI/1II, I-11/1V, I-1I/V and I-II/III-V) and
pulmonary function tests. Fisher’s exact test was used to
study differences between proportions. Survival was analysed
by Kaplan-Meier survival plots and log rank tests; the time to
an event was calculated from the date of birth to the date of
end stage lung disease (date of lung transplantation or date
of death secondary to lung disease). Univariate and multi-
variate logistic regression models were used to examine the
relationship between pulmonary function and both genotype
and pancreatic insufficiency. The significance level was
p<0.05 (two tailed). All tests were performed using SPSS
software Version 11.0 (SPSS, Chicago, IL, USA).

RESULTS

A total of 120 adult patients diagnosed as having CF were
followed up in our CF unit during the study period. Seventy
four (40 men) of mean (SD) age 26.7 (8.3) years in whom
two CFTR mutations could be detected were included in the
study. Forty four patients (59.5%) were transferred from the
paediatric CF unit and the other 30 (40.5%) were diagnosed
in our adult CF unit. The mean (SD) time of follow up in the
adult unit was 4.5 (3.1) years (range 1-15). Sweat tests
were positive (sweat chloride concentration =60 mEq/l)
in all but three patients (pair of CFTR mutations: 1507del/
DI1270N+1274W, F508del/D836Y, and F508del/R347H, res-
pectively). The genetic characteristics according to CFTR
mutation classes on each chromosome are shown in table 1.

100 96.2
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2 ’ 84.6
> 80 811
e} 71.0 763
R
o 63.5 61.0
> 60 E
S 56.0 52.7
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£
O 4oL 44.4
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w -l (n=37)

20 | |
Baseline values  Current values

The groups based on the CFTR mutation functional classes on
both chromosomes are shown in table 2.

There were no significant differences in the mean (95% CI)
current FVC and FEV, predicted values between patients
with genotypes I-II/III, I-II/IV and I-II/V, but these values
were significantly higher than those observed in patients
with genotype I-1I/I-II (fig 1).

The evolution of lung disease was significantly different
between patients with genotype I-II/I-II and those who had
class III, IV or V CFTR mutations on at least one chromosome.
Patients with mutation class I or II on both chromosomes
had lower mean baseline FVC and FEV, predicted values and
a more significant decrease in pulmonary function during
follow up than patients with at least one class III, IV or V
mutation. These differences persisted when progression of
lung disease was adjusted for age at diagnosis and time of
follow up (p<<0.04, fig 2).

A survival study was carried out and the probability of
suffering from end-stage lung disease was significantly
higher among patients with class I or II mutations on both
chromosomes (log rank test for trend p<<0.001, fig 3). The
correlation study revealed a significant relationship between
the pair of mutations and severity of pulmonary disease.
Patients with genotype I-II/I-II had a higher risk of
developing moderate to severe pulmonary disease adjusted
for pancreatic insufficiency (odds ratio (OR) 7.1 (95% CI 1.3
to 40.5) in univariate and multivariate analysis, table 3).

The demographic and anthropometric characteristics as
well as the pancreatic and respiratory function status of the
groups are shown in table 4. Patients with class I or II

100
89.9
86.1
= 80.8
80 E 76.6
7.7
61.8 67.1
60t

445
40 43.6 E

O -I/I-V-Y (n=37)
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FEV; mean (95% ClI) values

Figure 2 Evolution of pulmonary disease during follow up in the adult cystic fibrosis unit adjusted for age and time of evolution estimated using
ANOVA. The progression of lung damage was significantly higher in patients with CFTR class | or Il mutations on both chromosomes (p<<0.04). Data
are shown as mean (95% Cl) predicted values. FVC, forced vital capacity; FEV, forced expiratory volume in 1 second.

www.thoraxjnl.com


http://thorax.bmjjournals.com

Downloaded from thorax.bmijjournals.com on 4 July 2005

Genotype-phenotype correlation for pulmonary function in CF

1.0 "‘_‘ “"""1
09r L,

ﬂ.

L L)
0.8 ‘e
07+ 5
=
0.6 -
0.5 g Genotype
L-e
oal § /I, NorV
03 g ....... I-11/1-11
02
i p<0.001 (Log-rank test for trend)
011
! L ! ! !
0-0 20 30 40 50 60
Follow up (years)

Events I-11/1-11 I-11I/11-V

Lung transplant 9 1

Dead 6 0

Figure 3 Kaplan-Meier survival curves by genotype. Time fo an event
was calculated from date of birth to date of end stage lung disease;
p<0.001 (log rank test for trend).

mutations on both chromosomes had a significantly higher
prevalence of pancreatic insufficiency, chronic bronchial
colonisation with Pseudomonas aeruginosa or Staphylococcus
aureus and end-stage lung disease (p<<0.001). Patients with
at least one class III, IV or V mutation were older at the time
of diagnosis and had higher anthropometric rates.

DISCUSSION
This study shows a relationship between the CFTR mutation
functional class on both chromosomes and pulmonary func-
tion in adult patients with CF. The patients who had CFTR
mutation classes I or II on both chromosomes showed signi-
ficantly lower baseline and current spirometric values, greater
loss of pulmonary function during follow up, higher risk of
developing moderate to severe pulmonary disease, and a lower
rate of survival due to end-stage lung disease than patients
with at least one CFTR functional class III, IV or V mutation.
It has previously been suggested that environmental
factors constitute the most important factors in modifying
the development, progression, and severity of pulmonary
disease in CF.”' Access to specialised centres, treatment
strategies, and socioeconomic status have been shown to
affect the long term outcome over the last few years.” > In
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this study the impact of these factors was reasonably reduced
as all patients had been treated and followed up in the same
CF unit since their diagnosis was established. The National
Health Service (NHS) in our country guarantees access for
the whole population regardless of their socioeconomic
status, all the CF units are integrated in the NHS, and
treatment is provided free of charge to all patients with-
out any restriction. Given that CF patients are born with
apparently normal lungs and that lung damage progresses
over time, we were able to study a relationship between
genotype and pulmonary phenotype from birth to their
admission to the adult unit and afterwards during follow up.
Paradoxically, the baseline spirometric values on admission
to the adult unit were significantly lower in patients with
class I or II mutations—most of whom had received
specialised treatment from the time of diagnosis in child-
hood—than in those with at least one class III, IV or V
mutation, most of whom had received specialised treatment
only after their diagnosis in adulthood. These findings
suggest that genotype is more important than environ-
ment as a prognostic factor of pulmonary phenotype in CF
patients. Nevertheless, the environmental features together
with possible genetic modifiers* *> could account, at least in
part, for the variability of pulmonary phenotype observed in
some cases in patients with the same genotype.

Pulmonary function can be maintained unimpaired or
slightly impaired during the first years of life, and long
periods of follow up are required to observe differences in
patients with different genotypes. Most studies designed to
demonstrate the genotype-phenotype correlation used popu-
lations of patients diagnosed with CF in childhood or youth.
In these reports F508del and most other mutations cannot be
separated with respect to their effect on the lungs, and
attempts to link mutations in CFTR to severity of lung disease
have not been successful.” The high prevalence of class I and
II mutations in patients diagnosed at an early age and the
relatively short period of follow up could be critical in
preventing the establishment of a relationship between
genotype and pulmonary disease in those trials. Unlike other
reports, all the patients in this study were adults with a higher
average age and were evaluated at the same centre. 40% of
these patients were diagnosed as adults and most of them
had at least one class III, IV or V CFTR mutation (table 4);
genotype-phenotype correlation for pulmonary function was
observed. The mild pulmonary phenotype seen in patients with
genotype [-II/III-V is consistent with previous reports where a
few rare mutations such as A455E, R117H, 3849+10kbC—T,
2789+5G—T, and P67L (all class IV or V mutations) are clearly
linked to a better pulmonary outcome."” '* >

The findings observed in this study support the hypothesis
that differences in CF pulmonary phenotype could be related
to the effect of the genotype on CFTR protein production and
function. Nevertheless, it is important to recognise that
specific mutations may have characteristics of more than one

mutations on both chromosomes

Table 3  Risk of suffering from moderate to severe lung disease in patients with class | or Il

No of subjects  Genotype I-lI/I-ll  Odds ratio* Odds ratiot
(n=74) n (%) (95% Cl) (95% Cl)
FvC
=60% 49 16 (33%) 1
<60% 25 21 (84%) 10.83 (3.18 to 36.84) 7.12 (1.25 to 40.46)
FEV,
=60% 37 8 (22%) 1
<60% 37 29 (78%) 13.14 (4.34 to 39.75) 8.74 (1.89 to 40.83)

tAdjusted for pancreatic insufficiency.

FVC, forced vital capacity; FEV;, forced expiratory volume in 1 second.
*Calculated by univariate logistic regression models (95% Cl).
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Table 4 Demographic and clinical characteristics of groups according to genotype*
Genotype Genotype
-11/1-11 =1/, IV or V
(n=37) (n=37) p value
Sex (no (%) male) 18 (48.6%) 22 (59.5%) 0.484
Mean (SD) age (years) 22.5(4.9) 30.9 (8.8) <0.001
Mean (SD) age at diagnosis (years) 4.2 (5.3) 21.9(13.4) <0.001
Adult age at diagnosis, n (%) 1(2.7%) 28 (75.7%) <0.001
Mean (SD) follow up (;ears) 3.7 (3.7) 5.3(1.9) 0.024
Mean (SD) BMI (kg/m?) 18.4 (2.9) 23 (3) <0.001
Mean (SD) sweat chloride concentration (mEq/l) 108 (23) 89 (22) 0.001
Digestive symptoms at diagnosis, n (%) 28 (73.7%) 9 (24.3%) 0.010
Pancreatic insufficiency, n (%) 36 (97.3%) 9 (24.3%) <0.001
Pulmonary symptoms at diagnosis, n (%) 25 (68.4%) 28 (75.7%) 0.439
P aeruginosa colonisation, n (%) 32 (86.5%) 16 (43.2%) <0.001
S aureus colonisation, n (%) 22 (59.5%) 12 (32.4%) 0.019
End-stage lung disease, n (%) 15 (40.5%) 1(2.7%) 0.001
Lung transplantation, n (%) 9 (24.3%) 1(2.7%) 0.010
Dead patients, n (%) 11 (29.7%) 1(2.4%) 0.012
BMI, body mass index.
*Data obtained at the first visit to adult unit.

class, and differences between mutations of the same
functional class may be possible.

Previous reports have shown a relationship between geno-
type and the association between pancreatic insufficiency
and severity of lung disease.” Hence, the presence of pan-
creatic insufficiency was considered the most important pro-
gnostic factor of pulmonary function. However, in this report,
univariate logistic regression analysis showed a significant
correlation between genotype and severity of pulmonary
damage which persisted when the statistical analysis was
adjusted for the presence of pancreatic insufficiency. This
suggests that pulmonary function is a phenotypic expres-
sion which independently predicts the prognosis of the
disease.

The effective treatment of pancreatic, pulmonary, and
digestive disorders has dramatically improved the survival
rates of patients with CF over the last 30 years. Currently,
most deaths occur in adulthood and progressive pulmonary
impairment is the main cause. In this study all deaths were
due to pulmonary disease and all but one patient had a class I
or II mutation on both chromosomes. In these patients the
probability of survival—when the time to an event was
calculated from the date of birth to the development of end-
stage lung disease—was lower than in those patients whose
genotype included at least one class III, IV or V mutation.
These results are consistent with those observed by McKone
et al in a retrospective study using the Cystic Fibrosis
Foundation National Registry. They found that patients who
were homozygous for F508del have significantly higher
overall mortality and higher crude mortality adjusted for
sex and age than those who were homozygous for mutation
class IV and V or heterozygous for F508del with R117H,
3849+10kbC—T and 2789+5G—T.

Our study has a certain bias. Patients diagnosed in
childhood who died before reaching adulthood were not
included. Moreover, it was not possible to perform a genetic
study on patients who died before 1992, and it was only
possible to study eight mutations in those who died between
1992 and 1996. Nonetheless, in the study by McKone ef al* it
is observed that most patients who died at an early age were
carriers of class I or II mutations on both chromosomes.
These findings lead us to suppose that patients who died and
were not included in our study could be carriers of this
genotype. On the other hand, it is possible that there are still
adult patients who have not been diagnosed. They are
probably carriers of mild phenotypes that have gone
unnoticed during childhood.’" *

www.thoraxjnl.com

The limited number of class III mutations in our study
makes it difficult to reach conclusions about its correlation
with pulmonary phenotype. Only the mutations D1270N and
G551D were analysed and they were associated with a more
favourable outcome of pulmonary function. Nevertheless,
previous studies have pointed out that, among functional
class III mutations, there may exist a wide variability in their
phenotypes that depends principally on the CFTR protein site
for which they code.” **

In summary, the results of this study suggest that the
genotype, based on functional class mutation on the two
chromosomes, seems to be one of the most decisive factors
for pulmonary phenotype and for survival in relation to
pulmonary damage. Patients with genotypes that include
class I or I mutations on both chromosomes have more rapid
deterioration in lung function and lower survival rates related
with lung disease than the other genotypes, especially in
those with at least one class IV or V mutation.
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