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RESUMEN

OBJETIVO: Determinar las caracteristicas genéticas, epidemioldgicas y clinicas de los pacientes
pediatricos y adolescentes con diagndéstico de fibrosis quistica de los hospitales: General San
Juan de Dios, Roosevelt, General de Enfermedades del Instituto Guatemalteco de Seguridad
Social —IGSS- y Liga del Pulmén Guatemala de mayo a septiembre 2018. POBLACION Y
METODOS: Estudio descriptivo, de corte transversal. Se estudiaron a 38 pacientes, para lo cual
se realiz6 una revision de expedientes clinicos y toma de sangre para su analisis genético; se
realizd un andlisis descriptivo univariado. Este estudio contd con el aval del Comité de Bioética
de la Facultad de Ciencias Médicas. RESULTADOS: La media de edad fue 8.59 y DE 5.03, con
predominio del sexo femenino 64.16% (24), procedentes de la regién metropolitana 52.63% (20).
La mutacion genotipica mas prevalente fue F508 29.17% (14), 7.15% (2) homocigoto y 42.85%
(12) heterocigotos, perteneciente a la clase 1l 21.05% (8). Estado nutricional adecuado 42.11%
(16) y desnutricion 39.47% (15), colonizacién bacteriana 89.47% (34) con predominio de
Pseudomona aeruginosa 57.89% (22), con dafio pulmonar 89.47% (34), e insuficiencia
pancreatica 84.21% (32). CONCLUSIONES: Los pacientes con fibrosis quistica presentan una
edad media de 8.5 afios, con predominio del sexo femenino y procedentes de la region
metropolitana; la mutacién mas frecuente es la F508 correspondiendo a la clase I, en 4 pacientes
no se identific6 ninguna de las 50 mutaciones mas frecuentes a nivel mundial; clinicamente
presentan estado nutricional adecuado, la mayoria de ellos colonizados por Pseudomona

aeruginosa, con afeccion pulmonar en grado moderado e insuficiencia pancreatica.

Palabras clave: Fibrosis quistica, mutacion, diagnéstico
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1. INTRODUCCION

La Fibrosis quistica (FQ) es la enfermedad autosémica recesiva, de afeccion
multisistémica mas frecuente en personas de origen caucasico. Su incidencia varia de 1 entre
3000 a 1 entre 8000 nacidos vivos. En Latinoamérica debido a la presencia de multiples
grupos étnicos su incidencia varia, en Cuba es de 1/3862 nacidos vivos, Argentina de 1/7213

nacidos vivos, México de 1/9000 nacidos vivos' 2y Costa Rica de 1.5/10 000 nacidos vivos.®

La FQ esta causada por mutaciones de un solo gen localizado en el brazo largo del
cromosoma 7, que codifica para la proteina reguladora de conductancia transmembrana
(CFTR), esta proteina, se comporta como un canal de cloro (CL’), controlado por adenosin
monofosfato ciclico (AMPC) que regula directamente los movimientos de las particulas de
cloruro e indirectamente los movimientos de sodio (NA") y agua (H20), su alteracién produce
un moco anémalo provocando disfuncién de las glandulas exocrinas, manifestandose con

compromiso del tracto respiratorio, digestivo, reproductivo y glandulas sudoriparas.!

Segun el Consorcio de analisis genético de Fibrosis Quistica, a nivel mundial se han
descrito 2026 mutaciones, siendo la mas comun la F508 con una frecuencia de 28 948
apariciones, lo cual representa el 66%, seguida de la mutacién G542X con 1062 apariciones
(2.4%), y la mutacién G551D con una frecuencia de 717 apariciones (1.6%), siendo estas las
tres mas frecuentes. Por la cantidad de mutaciones existentes, se han agrupado en VI clases
segun la mutacion de la funcion proteica del gen CFTR, las cuales permiten brindar un

tratamiento dirigido y multidisciplinario.?

La sobrevida de los pacientes con FQ en paises europeos alcanza los 38 afios de
edad, mientras que a nivel Latinoamericano esa sobrevida se ve limitada, por la escasez de
recursos, retraso en el diagnadstico y falta de tratamiento multidisciplinario. Ademas, debido al
pobre acceso a la atencion sanitaria, no se tiene un adecuado registro de los casos,
generandose asi un subdiagnéstico de esta patologia, lo que limita el desarrollo de estudios

de investigacion sobre la misma.*

Actualmente, se tiene conocimiento mediante bibliografia internacional, que para el
diagnéstico de FQ se debe emplear estudio genético que delimite con exactitud el tipo de

mutacion y alteraciéon de CFTR, ya que debido a la mutacién que se presente, existira una



correlacion clinica con el paciente tal y como lo menciona la Asociacion Europea de fibrosis

quistica (ECFs).®

La ECFS indica que cuanto mas temprano se realice el diagnéstico genético como
clinico, se puede brindar un manejo integral y eficaz aumentando asi la esperanza de vida de
estos pacientes.® En paises desarrollados que cuentan con programas para un manejo
integral de la enfermedad las curvas de sobrevivencia media muestran una evidente mejoria
alcanzando 37 afios en E.E.U.U y 50 afios en Dinamarca. Sin embargo, el promedio de
sobrevida actual en América Latina no sobrepasa los 18 afios, segun lo registra paises como
Chile y México.® En Guatemala, se desconoce estadisticamente esta informacion, teniendo
como dato Unico los hospitales de referencia nacional en donde se tiene registro de un

paciente de 20 afios de edad con FQ.

Actualmente en Guatemala, debido a la limitacion de recursos econémicos en el
sistema de salud y en las familias de los pacientes con diagnéstico de FQ, la realizacion de
un estudio genético se torna de dificil acceso, por lo que no se ha logrado tipificar la mutacion
genotipica en nuestro pais, y siendo elemento importante para enfocar de mejor manera el
tratamiento a seguir, ademas de estadificar la gravedad de la misma, se hace evidente la
importancia de recabar informacién genética, clinica y epidemiolégica de estos pacientes para

poder dirigir de una mejor manera el tratamiento favoreciendo asi su calidad de vida.

Debido a lo mencionado anteriormente surgié la interrogante ¢Cuales son las
caracteristicas genéticas, epidemioldgicas y clinicas de pacientes pediatricos y adolescentes
con diagnéstico de fibrosis quistica de los hospitales: General San Juan de Dios, Roosevelt,
General de Enfermedades del Instituto Guatemalteco de Seguridad Social -IGSS- y Liga del

Pulmén Guatemala?



2. MARCO DE REFERENCIA

2.1 Marco de antecedentes

La importancia de estudiar aspectos genéticos, clinicos y epidemiolégicos ha ido en
aumento en los ultimos afios, ya que anteriormente la FQ se conocia como una patologia
propia de la infancia, pero desde hace algunos afios gracias al avance de la tecnologia y
pruebas diagndsticas mas sensibles y especificas, se ha hecho un diagndstico temprano; se
han realizado varios estudios en relacién a esta importante triada, ya que el conocimiento del
genotipo ayuda a dirigir mejor el tratamiento del paciente con FQ. En un estudio realizado por
la ECFS publicado en el Journal of Cystic Fibrosis (JCF) en 2010, se hizo la comparacion
demogréfica entre la poblacién de paises pertenecientes a la Unién Europea (EU) con FQ
versus la poblacion de paises no pertenecientes a la EU, utilizando los indicadores
demogréaficos de edad, edad de diagnéstico, sexo y genotipo, se estudiaron a 29 025
pacientes en total, divididos entre 25 216 pacientes de la EU y 3809 pacientes no
pertenecientes a esta. Los resultados que se obtuvieron fueron, una edad media de 17 afios
sobrepasando los 40 afios de edad Unicamente un 5% y una media del2 afios de edad, un
2% de los pacientes sobrepasé ese grupo etareo, respectivamente. Se llegd a la conclusion
gue la poblacién de pacientes con FQ de los paises no europeos aumentaria en un 84% si no

existiese subdiagndstico y si tuvieran las mismas oportunidades de diagnéstico.’

En un estudio publicado en el afio 2014 de la Costa Caribe Colombiana en un periodo
comprendido entre 2005 y 2012 con el objetivo de caracterizar a los pacientes con FQ. Un
grupo de médicos internistas y pediatras neumélogos realizaron, mediante revisiéon de 32
expedientes clinicos, un estudio descriptivo, retrospectivo, transversal, reportando que: la
enfermedad presentaba una distribucién equitativa en cuanto al género, entre 1 y 12 meses
de edad se evidenci6 la mayor prevalencia de inicio de la patologia, 56.2% de los pacientes
fueron diagnosticados antes del primer afio de vida, la mayor proporcion de pacientes no
presentaba antecedentes familiares de FQ, la mutacion genética presentada con mayor
frecuencia fue la F508, dentro del diagnéstico los pacientes presentaban sobre todo afectacion
pulmonar y gastrointestinal y en los cultivos de secreciones el patdgeno que
predominantemente se aislé fue Pseudomona aeruginosa (P. AERUGINOSA) y estafilococo

aureus (S. AUREUS) meticilinosensible.®



En Chile se llevé a cabo un estudio que fue publicado en el afio 2002 con la aprobacién
del Comité de Etica de la Universidad de Valparaiso, realizaron una extraccién de sangre en
pacientes con un rango de edad desde su nacimiento hasta los 20 afios en el cual lograron
reunir a 18 pacientes con el objetivo de buscar las mutaciones del gen CFTR que ya
presentaban el diagnéstico de FQ confirmado. Concluyeron que las mutaciones mas
frecuentes fueron: F508 en 11 pacientes, G542X en 3 pacientes, 2 presentaban ambas

mutaciones mencionadas anteriormente y 2 eran desconocidas.®

Otro estudio fue publicado en Ecuador en el afio 2004, se tomd en cuenta a los
pacientes que acudian a las fundaciones de FQ en Quito y Guayaquil, la muestra fue tomada
durante los afios 1996 al 2004 para un total de 62 pacientes con diagnéstico de FQ. El objetivo
era identificar las mutaciones genéticas mas frecuentes en la poblaciéon de nifios con FQ en
Ecuador, fue un estudio descriptivo, retrospectivo, transversal, reportando que se evidenciaba
un descenso en el nimero de pacientes mayores de 15 afios aunque en literaturas europeas
menciona que la sobrevida es alrededor de 40 afios por lo que lo asocian a las condiciones
socioecondémicas de un pais subdesarrollado comparado con uno desarrollado, ademas de
ello encontraron una incidencia de 1/11 252 nacidos vivos, los porcentajes de mutaciones
encontrados fueron de F508 en 37.1%, G85E en 8.9%, G542X en 2.4%, N1303K en 2.4%,
G551D en 1.6%, R334W en 0.8%. Cabe resaltar que el porcentaje de la mutacién G85E
encontrada en Ecuador, es el mas alto registrado a nivel mundial incluso mayor que en Grecia

de donde se creia que provenia dicha mutacién.°

A nivel centroamericano se tiene registro que en la Universidad de Costa Rica se llevo
a cabo un estudio de posgrado titulado: “Analisis de las mutaciones del gen CFTR y de los
marcadores polimorficos asociados en familias con fibrosis quistica”, en este estudio se
incluyé a todos los pacientes con FQ del Hospital Nacional de Nifios, analizandose un total de
130 pacientes. La conclusién fue que la mutacion CFTR que mas prevalencia tuvo fue la
G542X con 24.5%, la segunda mutacion fue la F508 con 16.7%, existieron otras seis
mutaciones que representan el 10% entre las cuales se encuentra R117H, G551D, W128X,
1717-AG-A, 621+1G-T, 3849+10.3



En Honduras se realizé el estudio “Caracterizacion de los pacientes con Fibrosis
Quistica diagnosticados por cloruros en sudor”, este se llevo a cabo en el Hospital Nacional
Mario Catarino Rivas. Se tom6 de muestra a 5 pacientes, se revisaron expedientes clinicos y
se aplico un instrumento de 20 preguntas a pacientes en control médico, durante enero 2010
a junio 2015, los resultados del estudio fueron que la edad al momento del diagnéstico varié
de recién nacido a 5 afios; al inicio de la enfermedad 3 tenian sintomatologia respiratoria y
digestiva, en relacion a talla/edad al momento del diagndstico 4 se encontraban por debajo
del percentil Z-3. La totalidad reportd cultivos positivos para P. aeruginosa y respecto al
manejo terapéutico de los pacientes en la totalidad de ellos se indicé nebulizaciones con salino
hipertdnico al 7%, Beta-2-agonistas, antibiéticos sistémicos y suplementacién enzimatica y de

vitaminas liposoluble. En 2 pacientes, se encontré la mutacién F508 en el gen CFTR.!!

Durante los meses de mayo a julio de 1998 se llevo a cabo una tesis de grado de la
Licenciatura en Medicina y Cirugia de la Universidad de San Carlos de Guatemala (USAC)
titulada: “Analisis del tratamiento y prondstico de pacientes menores de 12 afios con
diagnéstico de fibrosis quistica atendidos en el departamento de pediatria en el hospital
Roosevelt” con el objetivo de analizar edad, sexo, procedencia, tratamiento y pronéstico de
pacientes con diagnéstico de fibrosis quistica a través de la revision de 12 expedientes clinicos
evidenciandose predominio del sexo masculino, edad de diagnostico de 0 a 3 afios en su
mayoria, pertenecientes a la etnia ladina, procedentes del area urbana con antecedente de
neumopatia crénica familiar, el tratamiento médico utilizado era efectivo y el estado nutricional

de los pacientes se veia deteriorado por la enfermedad.*?

En Guatemala en el afio 2016, a cargo de Mirna Lucia Garcia Tellez, se realizé la tesis
de grado de la Licenciatura en Medicina y Cirugia USAC, titulada: “Caracterizacion clinica y
epidemioldgica de los pacientes pediatricos con fibrosis quistica”, la cual fue un estudio de
series de casos realizado en los hospitales: General San Juan de Dios y General de
Enfermedades del Instituto Guatemalteco de Seguridad Social —IGSS- durante los meses de
mayo a junio del afio antes mencionado, se tomaron 30 expedientes clinicos obteniendo como
resultado lo siguiente: predominio de sexo femenino, el rango de edades con mayor frecuencia
fue entre 6 a 10 afios, provenientes del &rea urbana, en cuanto a la funcién pulmonar los
pacientes tenian predominio de patron obstructivo y dafio pancreético exocrino, los pacientes

se encontraban con déficit nutricional y colonizados principalmente por P. aeruginosa.*®



Como se puede evidenciar, la bibliografia en nuestro pais es escasa, con una cantidad
reducida de pacientes a pesar del rango de afios en los que se revisaron los expedientes
clinicos y en ninguno de los estudios se registré una descripcion genética de la mutacion del
gen CFTR de los pacientes.

2.2 Marco teorico

Segun el Consorcio de Andlisis Genético de la Fibrosis Quistica a nivel mundial existen
2026 mutaciones. La mutacibn mas comun es la F508 con una frecuencia de 28 948
apariciones, representa el 66% y afecta a la mayoria de las personas. La segunda mutacion
es la G542X con 1062 apariciones, representa 2.4%, la poblacion con mayor prevalencia es
la espafiola. Le tercera mutacion es la G551D con una frecuencia de 717 apariciones,

representa 1.6% apreciandose mayor prevalencia de ésta en la poblacion inglesa.?

Segun Fanen en su obra Atlas de genética y citogenética en oncologia y hematologia
casi la mitad de los pacientes con FQ son homocigotos para la mutacién F508. El 40% de los
pacientes son heterocigotos y la mutacion F508 en uno de los alelos es la que se muestra con
mayor frecuencia. Este grupo de pacientes muestra la forma clasica de la enfermedad; se
caracterizan por aumento anormal de electrolitos en sudor, obstruccion pulmonar vy
manifestaciones gastrointestinales; quien también describe que la funcién pulmonar, la edad
de aparicién de los sintomas y la cantidad de cloruro se relaciona con el genotipo. Esto
demuestra la correlaciéon que hay entre la mutacién y las manifestaciones clinicas de la FQ.
Asi mismo explica que el gen A455E se asocia a mejor funcién pulmonar. También explica
gue el efecto de una mutacion puede verse alterado por una segunda mutacién sobre el mismo

alelo.*

En el afio 2006 se publica una tesis doctoral en el departamento de medicina de la
Universidad Autbnoma de Barcelona, Espafia, en la cual se realiza una correlacion genotipica-
fenotipica pulmonar de pacientes adultos con fibrosis quistica, se realiz6 un estudio
prospectivo en el cual se incluyeron 74 pacientes que fueron clasificados en base a la
mutaciéon del gen CFTR que presentaban, se tomaron en cuenta tanto caracteristicas
demograficas como valores de espirometria, progresion del dafio pulmonar, esperanza de
vida y aumento de la probabilidad de presentar enfermedad pulmonar moderada-grave y como
se correlaciona con la existencia o no de insuficiencia pancreética (IP). Las clases I, Il y IlI

presentaron menores valores espirométricos, mayor progresion de la enfermedad pulmonar,



mayor proporcion de pacientes con enfermedad pulmonar terminal, riesgo elevado de
desarrollar enfermedad pulmonar moderada a grave y menor probabilidad de sobrevida en

comparacion con las clases IV, V, VI.1

Un estudio llevado a cabo por el departamento de genética humana del Instituto
Nacional de Pediatria (INP) y la Asociacion Mexicana de Fibrosis Quistica en el afio 2013,
correlacion6 el genotipo-fenotipo de 230 pacientes con FQ, los cuales fueron clasificados con
base al genotipo y afectacion pancreética, ambas estratificaciones se correlacionaron con
parametros como: niveles de cloruros en sudor, dafio pulmonar y pancreatico y colonizacion
por P. aeruginosa, el estudio reveld que existe una intima correlacion entre la gravedad de la
mutacién y la manifestacion clinica, sobre todo en IP. Se observaron diferencias significativas
en pacientes con IP y suficiencia pancreatica (SP) en cuanto a niveles de CI en sudor,
afectacion pulmonar y colonizacién por P. aeruginosa, asi mismo la edad de inicio de la
sintomatologia y diagnéstico de los mismos. Los pacientes que presentan IP muestran
mutaciones graves de CFTR lo que conlleva a la aparicién de cuadros clinicos mas severos

en comparacion con otros en los cuales la mutacién del gen CFTR se estratifica como leve.®

2.3 Marco referencial
2.3.1 Fibrosis quistica
2.3.1.1  Historia
Antes de que se tuviera el conocimiento de que la FQ era una patologia, se
tenia la creencia que al besar a un nifio y sentir un sabor muy salado, éste moria

precozmente por lo que en el siglo XV se les conocia como nifios encantados.!’

En 1606 en Dr. Juan Alonso y de los Ruyzes de Fontecha, quien era profesor
de medicina, menciona por primera vez en sus escritos médicos que se reconocia a la
gente embrujada si luego de rascarle la frente se notaba un sabor salado en los dedos,
sin embargo, aun no se establecia una relacion entre el sabor salado y el

encantamiento.t’

El holandés Peter Paaw, en 1595, realiz6 la primera descripcion
anatomopatol6gica macroscépica al llevar a cabo una necropsia en una nifia de 11
afios, en la cual evidencié un pancreas muy agrandado, cirroso y de color blanco

brillante al cortarlo, relacionando de esta forma el hechizo con la causa de muerte; de



igual forma en 1677 Gerardus Blasius lo evidenci6 al estudiar a un nifio de 9 afios que

muere de pancreas cirroso.’

La primera historia clinica fue realizada en Polonia 1673 por Georg Seger
teniendo como paciente a una nifia de 3 afios con vomitos, fiebre, dificultad para ganar
peso e inanicién prolongada a quien luego de su muerte, Bartholomeus Taubenheim

le realiza una necropsia evidenciando pancreas endurecido y cirroso.*’

El sueco Nils Rosen von Rosenstein en su libro sobre enfermedades infantiles
refiere un cuadro conocido como fluxus coeliasus que probablemente hacia referencia

a un cuadro de FQ.%’

Carl Von Rokitansky, Viena 1838, describe los resultados de una necropsia en
un feto de 7 meses, donde evidencia perforacion intestinal y meconio libre en la
cavidad peritoneal, tratandose posiblemente de lo que hoy conocemos como ileo

meconial.'’

En 1936 Fanconi describe un sindrome celiaco con IP y bronquiectasias que
sin duda pertenecia a un paciente con FQ. La primera descripcion clinica e
histopatoldégica de FQ se debe a Dorothy Andersen, quién public6 en 1938 la
asociacion de los signos de esta enfermedad con el ileo meconial y lo atribuia a una

deficiencia de vitamina A.Y"

En 1943, Farber propuso que los pacientes fallecidos con FQ presentaban
aumento de la producciéon de moco, por lo que introduce el término mucoviscidosis,
nombre con el cual se le continGa conociendo en la actualidad. Andersen y Hodges en
1945 evidenciaron la herencia autosémica recesiva de la enfermedad, al estudiar a 47
familias de pacientes que padecian FQ de lo cual surgié que el diagnéstico se realizara

por la existencia de familiaridad, IP y afecciéon pulmonar crénica.’

En el afio de 1952, Bodian, elaboré teorias patogénicas por las lesiones que se
evidenciaban en el pancreas, pulmon, higado y conductos deferentes las cuales se

debian a secreciones anormales que tapaban los conductos excretores de las



glandulas exocrinas produciendo fibrosis y destruccion de los tejidos, asi mismo

describio la cirrosis como lesién patognomoénica de la FQ.’

En el mismo afio en Nueva York, hubo un aumento del calor lo que hacia que
los pacientes sufrieran deshidratacion con alcalosis hipoclorémica, por lo que Di"Sant
Agnese concluydé que se debia a una pérdida excesiva de ClI por el sudor, de esta
forma la mediciébn de Na* y CI en el sudor se convirti6 en el método diagndstico.
Debido a que se tenia que someter a los pacientes a altas temperaturas para lograr
gue sudaran, Gibson y Cook en 1959 disefiaron el test cuantitativo de iontoforesis por
pilocarpina (QPIT) para realizar de forma segura el diagndstico sin tener que someter a

los pacientes a altas temperaturas, mismo que sigue siendo utilizado hasta la fecha.’

En 1983, se describe por Quinton que el defecto especifico de FQ es una
reabsorcion defectuosa de CI a nivel de las células epiteliales del epitelio glandular,

marcando asi un cambio en la investigacién médica de la enfermedad del embrujo.t’

2.3.1.2  Definicion

FQ es un trastorno hereditario autosémico recesivo mas frecuente en pacientes
de raza blanca,!’ causada por mutaciones en el gen CFTR que codifica para la
proteina CFTR de la FQ, es decir, que el individuo debe de presentar alteracion en una
0 ambas copias del gen para manifestar la enfermedad. Estos alelos o copias mutadas
provienen de ambos padres que son portadores heterocigotos, es decir que poseen

una copia sana del gen y otra alterada.®

2.3.1.3 Incidencia

Se estima que en las poblaciones blancas del norte de Europa, Norteamérica,
Australia y Nueva Zelanda la prevalencia se aproxima a 1/3500 nacidos vivos y una
frecuencia de portadores de 1 por cada 25 pacientes.’ Esto contrasta con la poblacion
norteamericana de raza negra donde la incidencia es de 1/17 000 nacidos vivos.
Debido a la alta mezcla racial, en Latinoamérica también se cuenta con esta
enfermedad, siendo la prevalencia de 1/3862 nacidos vivos en Cuba, Argentina de

1/7213 nacidos vivos y México de 1/9000 nacidos vivos.*®



2.3.1.4  Fisiopatologia

En la membrana basal de una célula epitelial con funciones conservadas, los
iones CI entran en contra del gradiente de concentracion transportados pasivamente
a través de un transportador activo que introduce potasio (K*) y expulsa Na* de la
célula. Es asi como el Cl se acumula en el interior. Por otra parte, en la membrana
apical de las células epiteliales los iones CI salen a favor del gradiente de
concentracion cuando se abren los canales para dicho ion, al mismo tiempo, sale H.O
que ayuda a mantener la fluidez de las secreciones. Ademas, también se han
observado canales de Na* en la membrana apical que permiten la entrada de Na* a
favor del gradiente de concentracidén y que se cierran cuando se estimula la secrecion
de CI.*°

En la FQ la funciébn de las células epiteliales se encuentra alterada,
evidenciando que uno de los canales de CI ubicado en la membrana apical del epitelio
respiratorio, el canal CFTR, se encuentra ausente 0 no responde a los estimulos
fisiologicos, quedando blogueado el flujo de CI lo que conlleva a una disminucion del
flujo de H>O hacia el exterior. Al mismo tiempo, se ve aumentada la reabsorcion de
Na* en la membrana apical, lo que favorece pasivamente la reabsorcién de H,O
creando como resultado que las secreciones se deshidraten elevando su viscosidad e
impidiendo un adecuado movimiento ciliar, lo cual se ve reflejado en una limpieza
inadecuada que favorece la obstruccion de los bronquios y finalmente las infecciones

respiratorias.*®

En las glandulas, las células secretoras del acino glandular producen una
secrecion isoténica que, al pasar por el conducto excretor, el cual es impermeable al
H0, se convierte en hipotdnica por la reabsorcion ClI'y Na*. En la FQ la secrecion del
acino esta disminuida y el bloqueo de la permeabilidad de los canales de ClI hace que
las concentraciones de este ion y de Na' no se reabsorban ya que el potencial

electroquimico esta alterado, elevando asi la concentracion de Cl-en el sudor.*®

2.3.15 Manifestaciones clinicas
De acuerdo al grupo etario en el que se encuentren los pacientes con FQ, asi
seran los sintomas y signos, podemos mencionar las siguientes manifestaciones

clinicas:
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En los recién nacidos y lactantes menores se evidencia ileo meconial, ictericia
neonatal prolongada secundaria a un proceso colestasico, sindrome de edema,
anemia y desnutricion, esteatorrea, sindrome de malabsorcion, incremento ponderal
inadecuado y vomitos recurrentes.?

En lactantes se observa tos o sibilancias recurrentes o crénicas, neumonia, retardo del
crecimiento, diarrea cronica, prolapso rectal, hiponatremia e hipocloremia crénica.?
Preescolares presentan tos crénica con o sin expectoracion, sibilancias croénicas,
deficiencia de peso y talla, dolor abdominal recurrente, prolapso rectal, invaginacion
intestinal, diarrea crénica, hipocratismo digital, hiponatremia e hipocloremia croénica,
hepatomegalia y pélipos nasales. %

En cuanto a la edad escolar se puede observar sintomas respiratorios crénicos,
poliposis nasal, sinusitis crénica, bronquiectasias, diarrea crénica, sindrome de
obstruccién intestinal, pancreatitis, hepatomegalia y prolapso rectal. 2°

Durante la adolescencia y edad adulta se evidencia enfermedad pulmonar cronica,
hipocratismo digital, dolor abdominal recurrente, pancreatitis, sindrome de obstruccion
intestinal, cirrosis hepéatica, hipertensién portal, retardo del crecimiento, esterilidad

masculina evidente con azoospermia y disminucion de la fertilidad en mujeres. 2°

Debe de tomarse siempre en cuenta que los sistemas mas comprometidos son

el aparato respiratorio, gastrointestinal y reproductor. %

A. Aparato respiratorio

El proceso inflamatorio es una respuesta de defensa del cuerpo contra la infeccion, en

los pacientes con FQ no se ha evidenciado deficiencia en la inmunidad y se tiene conocimiento

que podria encontrarse alterada la defensa local.?*

La defensina humana beta 1 (HBD1), es un péptido con propiedades antibacterianas

producida por las células epiteliales, que se encuentra inactiva en los pacientes con FQ debido

a las altas concentraciones de sales; valorando esto como desencadenante de la patogénesis

de las infecciones respiratorias. Ademas, una célula epitelial normal produce interleucina 10

(IL-10), una citosina encargada de regular la respuesta inflamatoria y activacion de las células

T, la cual se encuentra en menor concentracion en pacientes con FQ. El epitelio de las vias

aéreas de pacientes fibroquisticos produce interleucina 8 (IL-8) y expresan la molécula de
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adhesion ICAM-1, que no se producen en personas sanas, atrayendo de esta forma neutréfilos

al pulmoén lo cual contribuye alin mas a la respuesta inflamatoria.?*

El neutrdfilo libera una enzima, la elastasa del neutréfilo, que ademas de producir dafio
en el parénquima pulmonar estimula la produccion de IL-8, convirtiendo este proceso en un
ciclo vicioso. Esta enzima incrementa la produccién de moco y contribuye a la obstruccion. Al
momento de lisarse los neutrdfilos y liberarse &cido desoxirribonucleico (ADN) incrementa aun

mas la viscosidad del moco.?*

La P. aeruginosa es el principal microorganismo que coloniza el sistema respiratorio,
lo hace através de su adherencia por pilibacterianos y proteasas mucoides que la une al moco
y a las células dafiadas. La P. aeruginosa libera proteasas que facilitan la colonizacion, dafia
el tejido, digiere inmunoglobulinas y fraccién del complemento afectando de esta forma la
opsonizacion y la fagocitosis. Los anticuerpos antipseudomona se une al antigeno formando

inmunocomplejos que contribuyen ain mas al dafio pulmonar.?*

Debido a la patogénesis antes descrita las exacerbaciones respiratorias infecciosas se
caracterizan por un incremento de los sintomas respiratorios y secreciones. Se evidencia un
aumento en la frecuencia y duracidon de la tos, aumento de la producciéon de esputo,
incremento de la disnea y retracciones intercostales que conllevan a una disminucion de la
funcién pulmonar. Puede aparecer pérdida de peso y fiebre con leucocitosis. Si se lograra
evaluar una radiografia de térax apareceran nuevos infiltrados, los senos paranasales se

observan con opacidades lo que puede ser sugestivo de sinusitis.?

A.1 Diagnostico radioldgico:

A nivel pulmonar existen hallazgos radiol6gicos que sugieren FQ, pero estos no son
especificos. Entre estos podemos mencionar: hiperinsuflacion de los pulmones de forma
precoz, cuando existe engrosamiento bronquial y tapones de moco, sombras anilladas
sugieren bronquiectasias y suelen mostrarse en los lébulos superiores, seguido de
densidades nodulares, atelectasias parcheadas e infiltrados confluentes. También pueden
aparecer adenopatias hiliares. Cuando la enfermedad progresa se presenta importante
hiperinsuflacion, depresion diafragmética, abombamiento hacia delante del esternén y
estrechamiento de la silueta cardiaca, ademas pueden producirse quistes, bronquiectasias

extensas, dilatacion de segmentos de la arteria pulmonar y atelectasias lobulares o
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segmentarias. Se toman radiografias de senos paranasales que muestran opacificacion y falta

de desarrollo del seno frontal.*

La tomografia axial computarizada (TAC) detecta y localiza los engrosamientos de las
paredes bronquiales, presencia de tapones de moco, hiperinsuflaciéon focal y bronquiectasias.

Sin embargo, no se suele usar de forma rutinaria en la valoracion de la enfermedad toracica.!

Existen varios sistemas de puntaje para cuantificar el compromiso pulmonar. El puntaje
radioldgico de Brasfield es el mas usado y es recomendado para evaluar anualmente a
pacientes con FQ. Se valora la presencia de atrapamiento aéreo, engrosamientos
peribronquiales, lesiones quistico-nodulares, lesiones grandes y la impresién general de la
radiografia de térax.! Cada 6 meses debe de realizarse un estudio de rayos x de térax
anteroposterior y lateral para evaluaciébn por sospecha de exacerbacion infecciosa o

neumotdrax. La escala en mencién se describe en las tablas 2.1y 2.2.22

Tabla 2.1 Puntaje de radiografia de Brasfield

Categoria Definicion Puntaje
5 ausente
Distensién pulmonar generalizada 4
Atrapamiento aéreo con protrusion  del esternon, 3
aplanamiento del diafragma o cifosis 2 |gravedad en aumento
tor4cica. 1
0

Densidades lineales por prominencia ausente
broncoperibronquial; se ven como

Engrosamiento lineas de densidad paralelas, a veces
peribronquial ramificAndose, otras como tapones gravedad en aumento

terminales, con engrosamiento de la

SO P N W B~ O

pared bronquial.
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Continuaciéon Tabla 2.1

Densidades pequefias redondeadas 5 ausente
y multiples, de 0.5 cm de didmetro (0 4
Lesiones quistico mayores), con centros translicidos, 3
nodulares radiopacos (no relacionados con los 2 |[gravedad en aumento
habituales del hilio), son nédulos 1
confluyentes no clasificados como O
lesiones.
Lesiones grandes Atelectasias segmentar o lobular ausente
incluyendo neumonia aguda atelectasia Unica
atelectasias multiples
Impresiobn  general de graves 5 ausente
General alteraciones en la radiografia de 4
torax. 3
2 |gravedad en aumento
1
0

Complicaciones: Cardiomegalia, neumotérax.

Puntaje de radiografia de térax normal: 25 puntos

Tabla 2.2 Grado de severidad segun Brasfield

Grado de severidad Puntaje

Leve 20-25

Moderado 10-19
Severo <9

A.2 Evaluacion de la funcién pulmonar:

El inicio de las alteraciones funcionales se produce en la via aérea de pequefio calibre.
La espirometria muestra disminucién del flujo medio espiratorio forzado (FEF), al progresar la
enfermedad y al afectarse las vias aéreas centrales, disminuye el volumen espiratorio forzado
en el primer segundo (VEF1). Para mantener un monitoreo se utiliza el indice VEF1 dividido la

capacidad vital forzada (CVF), este indice desciende con el aumento de la obstruccion. Existen
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cambios reversibles e irreversibles de la CVF y el VEF1. El componente reversible se asocia
a la acumulacion intraluminal de secreciones o broncoespasmo. EI componente irreversible
refleja la destruccion cronica de la pared de las vias aéreas y el desarrollo de bronquiolitis
obliterante. El VEF1 es el parametro funcional que mejor se correlaciona con el riesgo de
muerte. Un VEF1 menor al 30% del valor tedrico tendria un riesgo de muerte a los 2 afios del

45%, por lo que deberia considerarse el trasplante pulmonar.?

A.3 Gasometria

Esta evaluacion se usa para verificar qué tan eficientemente los pulmones mueven
oxigeno (0.) a la sangre y remueven diéxido de carbono (C0.) de la misma. Cuando la sangre
pasa a través de los pulmones, O:fluye a la sangre mientras que el CO; es transferido de la
sangre a los pulmones. La prueba de gasometria utiliza sangre arterial, donde niveles de O3
y CO, son medidos antes de penetrar en los tejidos del cuerpo, mostrando hipoxemia y

acidosis respiratoria crénica en los casos avanzados.?*

A.4 Estudios microbiolégicos:

El lavado broncoalveolar debe ser la muestra de referencia para el estudio
microbioldgico, sin embargo, debido a la dificultad en su obtencion, el estudio se realiza a
través de esputo o en nifios mas pequefios se deben realizar aspirados bronquiales o toma
retrofaringeas.?®

o Esputo: debe de realizarse en un frasco estéril, si la muestra no se procesara
de inmediato debe de mantenerse a una temperatura de 4°C ya que, aunque a
temperatura ambiente la viabilidad de S. aureus y P. aeruginosa no se ve
afectada en las primeras 24 a 48 hrs, si se afectan los recuentos bacterianos.
En el caso de Haemophilus Influenzae (H. INFLUENZAE) y Streptococcus
Pneumoniae (S. PNEUMONIAE) los recuentos disminuyen drasticamente con el
tiempo y los cultivos podrian ser falsos negativos.?®

¢ Lavado broncoalveolar: recomendado en pacientes con escasa expectoracion,
con uso prolongado de antibiéticos, donde se sospecha de contaminacién con
Burkholderia cepacia (B. CEPACIA).®

o Muestras retrofaringeas: El valor diagnédstico varia de acuerdo a la edad y del
patrén de colonizacién. En pacientes menores de 5 afios el valor predictivo
positivo es cerca del 95% y negativo en alrededor de 40% en el caso de

P. aeruginosa, siendo inferiores para S. aureus. Por el contrario, en pacientes
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jévenes el valor predictivo positivo para P. aeruginosa es de 83% y algo mayor
el negativo en 70%, los valores de S. aureus son de 91 y 80%

respectivamente.?

B. Aparato digestivo:

La insuficiencia pancreatica exocrina (IPE) esta presente en 85 a 90% de los pacientes
con FQ en poblacion caucésica, sin embargo, puede descender hasta un 14% en pacientes
gue son diagnosticados en edad adulta; la IPE en nifios, produce fallo de medro en un 80%
de los pacientes.?® Al correlacionar genotipo-fenotipo el dafio pancreatico es mas frecuente

en los pacientes con deleccién F508.%7

La IPE se produce por la obstruccién de los conductos pancreaticos por material
proteiforme. Esto se debe al defecto de secrecién de CI" e hiperabsorcion de Na*y H,O
secundario a la alteracion de la proteina CFTR, como consecuencia hay hiposecrecion en la
luz del duodeno de bicarbonato (HCO3), H20, lipasa, amilasa y proteasa, lo que causa una
digestion deficiente intraluminal de grasas, proteinas, carbohidratos y vitaminas liposolubles.
La baja concentracion de HCO3 no logra neutralizar el acido que se encuentra en el estbmago,

favoreciendo la inactivacion de la lipasa pancreatica y la precipitacién de sales biliares.?”

El diagndstico se basa en la determinacién de la elastasa 1 (E1) fecal y la cuantificacion
de esteatorrea. La E1 es una enzima pancreatica que es secretada en el duodeno y no sufre
ningun cambio a lo largo del tracto digestivo, la concentracion en heces refleja el estado de la
funcion exocrina del pancreas. Para la obtencion de la muestra, las heces no deben de estar
contaminadas con orina para su mayor confiabilidad, debe de transportarse en un lapso de
tres horas para su evaluacion, si las muestras se almacenan a una temperatura de 4 a 8°C
permanecen estables hasta por tres dias o hasta un afo a -20°C. El rango de normalidad
oscila entre 200 a mayor de 500 pug E1/g heces, se evidencia una IPE leve a moderada de
100 a 200 pg E1/g heces e una IPE severa menor de 100 ug E1/g heces.? La aparicion de
esteatorrea pancredtica es la consecuencia méas grave de IPE y se presenta cuando se ha
reducido en un 90% la actividad de la lipasa en el duodeno. Esto puede deberse a varios
motivos: lesion en la célula pancreatica que impide la sintesis, o la existencia de un obstaculo
en el conducto pancreético que no permite la salida de la secrecién hacia el duodeno, en estos

casos la IPE recibe el nombre de primaria; también existe la IPE secundaria causada por la
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desnaturalizacion de las enzimas pancreaticas a nivel del duodeno por un exceso de acido,

inadecuada mezcla del bolo alimenticio o por disminucién del estimulo sobre el pancreas.?®

De acuerdo a los valores de esteatorrea, cuando la cantidad de grasa fecal es superior
a 79/24 hrs, la concentracion de lipasa es menor 10% de su secrecién normal. En la actualidad
el Gold estandar para llegar a estos valores es la técnica de Van der Kammer® la cual es la
determinacién cuantitativa de las grasas en heces por 72 horas y deben de consumir una dieta
de 70 a 120 gr de grasa al dia. En personas sanas la normalidad de esteatorrea es menor de
6 g/24 hrs y se mantiene constante aun incrementando el consumo de grasas de 100 a 125 g

por dia.3!

Para el tratamiento se administran enzimas pancreéaticas?’ las dosis recomendadas
inicialmente se calculan en base al aporte de lipasa y son: en lactantes 2000
unidades/kg/alimentacion en la leche, en menores de 4 afios 1000 unidades/kg/alimentacion,
en mayores de 4 afos 500 unidades/kg/alimentacion, no se debe de sobrepasar las 2500
unidades/kg/alimentacién o 10 000 unidades/kg/dia y la dosificacion debe de regularse de
acuerdo a la ganancia de peso y la cantidad excretada en las heces,*> ademas deben
prescribirse vitaminas liposolubles?’ para los menores de 1 afio a 1ml/ dia, entre 1 y 3 afios
2ml/dia, entre 4 y 10 afios 1 comprimido/dia y mayores de 11 afios 2 comprimidos al dia.*3El
control de grasas en heces y los niveles séricos de vitaminas liposolubles se deben de realizar

al menos cada 6 a 12 meses.?’

La desnutricion en FQ se debe al desbalance entre el consumo energético y el gasto
caldrico que se encuentra determinado por tres factores: aumento de los requerimientos,

descenso de la ingesta y aumento de las pérdidas.?®

e Pérdidas energéticas: la pérdida de los nutrientes en pacientes que persisten con
esteatorrea produce un desbalance energético. Los factores que favorecen la
malabsorcion son la alteracion del pH en las secreciones biliares e intestinales, e
interferencias en el moco intestinal.?®

¢ Ingesta: esofagitis por reflujo, sindrome de obstruccion intestinal, enfermedad hepatica
avanzada y alteracion de la via biliar son algunas de las complicaciones que favorecen
el bajo consumo caldrico, aunado a esto, las infecciones respiratorias también

producen anorexia.?®
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e Gasto energético (GE): la enfermedad pulmonar junto con la sobreinfeccion y aumento
del trabajo respiratorio aumentan el GE, estudios evidencian que se observa con
mayor frecuencia en la mutaciéon F508 y se asocia al sexo femenino.?

Se encuentra alterada la digestion parietal y la absorcién a nivel de la mucosa del
intestino por la presencia de moco muy espeso en el vértice del enterocito, una

hipersecrecion de mucina por las glandulas caliciformes y alteraciones del transporte.?’

El estado nutricional adecuado en pacientes con FQ se ha relacionado con una menor
progresion de la enfermedad respiratoria, mejor calidad de vida y mayor sobrevida. No
obstante, la desnutricién alin es un problema muy importante que afecta a un gran nimero de

pacientes que cursa con esta enfermedad.?®

La deteccién de la desnutricion en los pacientes con FQ debe realizarse mediante la
combinacién de diferentes métodos y en funcién de la disponibilidad de los mismos. Como
minimo la historia clinica debe recoger, en adultos, el peso, el indice de masa corporal (IMC)
y la pérdida de peso en el tiempo. Y en nifios la evaluacién antropométrica sera expresada en
peso, talla, relacion pesof/talla, e IMC. Aungue el consenso americano sobre el seguimiento
de personas adultas con FQ incluye como método de clasificacion del estado nutricional el
porcentaje de peso ideal junto con el IMC, parece claro que es mejor emplear el criterio del
IMC como recomienda el consenso europeo. Esto es asi porque, en hombres, el porcentaje
del peso ideal (% P1) sobreestimaria la severidad de la malnutricién sobre todo en pacientes
de talla baja. Ademas, no esta claro qué valor debe considerarse para el peso ideal a partir
de las tablas de referencia poblacionales o del IMC ideal. De hecho, en la Conferencia del afio
2005 sobre FQ de Norteamérica se recomend6 abandonar el % P para evaluar la desnutricion

en adultos.?®

En nifios también se ha empleado, clasicamente, el porcentaje del peso en relacion a
la talla, peso en relacion a la edad y la altura en relacién a la edad, para la evaluacion
nutricional, junto con los percentiles de IMC. Sin embargo, los criterios para clasificar la
desnutricion més empleados: % PI menor a 90% y un percentil del IMC menor a 10%, no son
equivalentes entre si. Asi, el % Pl infraestima la severidad de la desnutricion en nifios de baja
estatura que equivale a la talla para la edad menor del percentil 25 y sobreestima la severidad
de la misma en nifos de talla elevada equivalente a la talla para edad mayor al percentil 75.

Ademas, el método de estimaciéon del peso ideal en nifios basado en la edad y la estatura
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tampoco es un método vdlido, siendo mucho mas fiable emplear los datos de los percentiles

de IMC obtenidos de los estudios poblacionales.?®

Una vez realizada la evaluacién del paciente, se procede a estadificarlo en tres

categorias: adecuado, en riesgo potencial y desnutricion. Para cada uno de estos parametros

se dicta la conducta que se describe en la tabla 2.3%°

TABLA 2.3 Clasificacion nutricional segun percentiles para IMC

Estado nutricional IMC Indicacién
Adecuado IMC mayor al percentil 25 Controles de rutina
En riesgo potencial IMC entre el percentil 10y Evaluacién y
25 suplementacion dietética
Desnutricion IMC menor al percentil 10 Rehabilitacion nutricional

Dentro de las recomendaciones nutricionales se encuentran:

Energia: 120 a 150% mas que para personas sanas segun edad, sexo y composicion
corporal.®®

Carbohidratos: 30 a 40% del valor calérico total (vcT)??

Proteinas: 15 a 20% VCT*

Lipidos: 35 a 40% VCT, menos del 10% de acidos grasos saturados (AGS), menor del
10% de &cidos grasos poli-insaturados (AGP).%°

Vitaminas: se deben de suplementar como se menciona en el apartado de IPE.*
Minerales: la mayoria de los pacientes presentan rangos normales. Sera necesario
suplementar con Na* si el paciente realiza ejercicio intenso, presenta fiebre e
hipersudoracion. Magnesio (MG*) en pacientes tratados con aminoglucésidos. Calcio
(cA*) en osteoporosis. Hierro (FE™) y Zinc (zN) en pacientes que presentan niveles
bajos.®

C. Aparato reproductor:

En el aparato reproductor, las secreciones espesas pueden provocar obstrucciones y

afectar el desarrollo y funcionamiento de los érganos sexuales. Cerca del 98% de los hombres

con FQ presentan obstruccion de los conductos espermaticos y son estériles.** Algunos de

19



ellos tienen una produccion normal de espermatozoides sin embargo carecen de conductos

deferentes los cuales conectan los testiculos con los conductos eyaculadores.??

Un 20% de mujeres con FQ son infértiles®? debido a un aumento de la mucosidad
cervical lo cual dificulta el paso del esperma.3* Estas mujeres pueden llevar un proceso de
embarazo normal sin empeorar su dafio pulmonar ni reducir la expectativa de vida, pero deben

de recibir cuidados permanentes por un especialista y un obstetra.*?

2.3.1.6  Estudios para el diagnéstico de FQ
A. Test del sudor:
Descrito por primera vez en 1959 por Gibson y Cook, se basa en la medicion de las
concentraciones de Cl y si es posible de Na* por medio del QPIT. Se requieren al menos 2
QPIT positivos para hacer diagnéstico de FQ, las cuales se deben de realizar a partir del mes

de vida para que los resultados sean confiables.® (ver figura 1, anexo 4)

El QPIT tiene 3 fases:

1. Estimulaciéon del sudor: se lava el antebrazo con agua destilada y alcohol. En el
brazo del nifio se colocan 2 electrodos con pilocarpina, colocandole una corriente de
1.5 miliamperios (MA) por 5 minutos (MIN), luego de la estimulacion se retiran los
electrodos y se vuelve a lavar el antebrazo con agua destilada y alcohol y se seca. Es
importante que el area de la piel que se elija no curse con procesos inflamatorios o
infecciosos.®

2. Recoleccién de la muestra: se realiza a través de papel filtro, la muestra minima de
sudor debe de ser de 75 miligramos (MG), tal papel presenta una pequefia cantidad de
colorante azul que permite por inspeccion visual, comprobar si la cantidad de sudor es
correcta. El periodo en el que se toma la muestra no debe exceder los 30 min debido
a gue se puede asociar a falsos negativos por proceder de glandulas subdptimas.®®
3. Andlisis de la muestra: la determinacion del nivel de Cl en el sudor se realiza por
medio de un cloriddmetro y la técnica formada por la exposicion de un electrodo de

plata a una solucién de CI.%

Segun la ECFS los criterios diagnosticos actuales se diferencian en dos tipos:
e FQ clasica: uno o0 mas rasgos fenotipicos caracteristicos aunados a una

concentracion de Cl en sudor mayor o igual a 60 mmol/I.%
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e FQ no clasica: uno o mas rasgos fenotipicos caracteristicos mas prueba del
sudor con resultados dudosos (30 a 60 mmol/l), mas 2 mutaciones causantes

de la enfermedad y/o una diferencia de potencial transepitelial nasal anormal.3®

La Cystic Fibrosis Foundation (CFF) en Estados Unidos de América en su ultimo
consenso indica que, en lactantes los valores se consideran dudosos entre 30-59 mmol/l y en
pacientes de mas edad entre 40-59 mmol/l, valor indicativo de FQ en cualquier edad es mayor

de 60 mmol/I.3®

B. Cribado neonatal:
Para que se indique la realizacion de un cribado neonatal deben de considerarse cinco
aspectos: %
e Que la enfermedad presente una incidencia importante.®®
e Que el método de cribado sea practico y sencillo.®¢
e Que sea altamente sensible y especifico.*
e Que sea adecuada la relacion entre costo beneficio.3¢

e Que el tratamiento precoz sea de beneficio para el paciente.*

La FQ cumple estos criterios y es importante para conocer la incidencia de las
poblaciones, para realizar un asesoramiento genético adecuado y poder iniciar el tratamiento
necesario para disminuir el dafio pulmonar. Mdltiples estudios demuestran que el cribado
neonatal es la base para iniciar el tratamiento precoz y de esta forma mejorar la funcion
pancreatica, el estado nutricional y desarrollo cognitivo. El diagnéstico en el periodo neonatal
permite un adecuado manejo frente a una primera infeccién por P. aeruginosa, la cual en la

mayoria de los casos se logra erradicar, retrasando la colonizacién crénica.

Actualmente la estrategia utilizada para el cribado neonatal es la medicion de tripsina
inmunorreactiva (TIR). En esta prueba se recoge una gota de sangre del talon del bebé sobre
papel filtro y se deja secar a temperatura ambiente, esta se debe de tomar durante los
primeros 30 dias de vida ya que la TIR disminuye paulatinamente hasta valores normales
luego de este tiempo, debido a que el tejido fibroso y graso va reemplazando al tejido
pancreatico normal. Los valores deben de ser hasta 210 ng/ml, presentando un nivel de alerta

cuando el valor se encuentre por arriba de los 250 ng/ml.%®
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C. Medicién de diferencia de potencial nasal transepitelial (DPN):

Este método se desarroll6 en 1981 por Knowles. El epitelio ciliado respiratorio regula
la composicion de los fluidos en las superficies respiratorias por el transporte activo de los
iones Na'y CI'. Esta prueba de realiza a través de la medicion in vivo, expresada en milivoltios
(Mv). La submucosa se toma como negativa en todos los epitelios respiratorios ya que es

isoeléctrica.®”

Las anormalidades en el transporte i6nico de los epitelios respiratorios en pacientes
con FQ se asocian a un patron de DPN diferente a los individuos normales. Hay tres rasgos

que distinguen a la FQ: %"

e Mayor valor absoluto de diferencia de potencial (el valor es mas negativo), lo que
refleja un transporte de Na* aumentado a través de la membrana que es impermeable
al CI. Un valor absoluto de DPN basal elevado es patognoménico de FQ. Los valores
de personas sanas son de -20 mV y en FQ son mayores de -50mV.3’

e Mayor reduccion de la diferencia de potencial después de perfusion nasal con un
inhibidor del canal de Na* (amilorida) lo cual refleja el bloqueo del transporte de Na*,
al estar los iones de Na*en el lado luminal del epitelio ciliado, lo que hace la carga mas
positiva en los valores de DPN.%’

¢ Cambio minimo o ausencia de cambio de la DPN debido a la respuesta a la perfusion
de la superficie epitelial nasal con una solucion libre de CI" con la unién de un

betaagonista (fenoterol) lo que refleja la falta de secrecion de CI-.*"

2.3.1.7 GenCFTR

En 1985 se localiza el gen CFTR por medio de técnicas de clonacion, en el cromosoma
7, brazo largo, region 3, banda 1.3. Tiene una extension aproximada de 250 kilo bases, 27
exones y codifica un acido ribonucleico mensajero (ARNM) de 6130 nucleétidos. El resultado
final es una proteina transmembrana glicosilada de longitud de 1480 aminoacidos (A.A) y
recibe el nombre de proteina CFTR.*® Su expresiéon se da principalmente en el tracto
respiratorio, reproductor, glandulas sudoriparas, salivales, pancreas, higado, intestino,
rifiones, glandula paratiroides, corazon, linfocitos. En la mayoria de estos tejidos el patron de
expresion de CFTR se da durante el primer y segundo trimestre de vida fetal y su patron es

similar el encontrado durante la vida adulta.®
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2.3.1.8  Proteina CFTR
A. Estructura
La proteina CFTR tiene un peso molecular de 170 000 Dalton anclada a la membrana
apical de las células epiteliales. El polipéptido CFTR se integra en la membrana del reticulo
endoplasmico (RE), y se N-glicosila mediante la adicién de dos grupos de glucosilacion central
en su cuarto bucle extracelular. De esta forma, el peso molecular de la proteina CFTR
aumenta de 130 000 a 150 000 Dalton. Con la ayuda de proteinas chaperona, como calnexina
y Hsp70, el polipéptido se pliega correctamente, se vuelve resistente a la proteasa y se
transporta al aparato de Golgi. En este Ultimo, los grupos de glicosilacion se modifican
adicionalmente para formar una proteina madura de 170 000 Dalton y finalmente localizarse

en la membrana apical de los epitelios secretores de las glandulas exocrinas.*®

La estructura de la proteina posee dos dominios transmembrana, y cada domino
atraviesa la doble membrana lipidica en seis ocasiones (MSD1 y MSD2). Posee dos sitios de
unién de trifosfato de adenosina (ATP), dominio ligador de nucleétido (NBD 1y 2), y un dominio

regulador (DOMINIO R) de alto contenido de a.a eléctricamente cargados.®®

La activacion de la CFTR depende de la fosforilacion especialmente mediante la
proteina cinasa A, la actividad del canal esta regulada por los dominios NBD 1y 2 encargados

de la apertura del mismo. Los dominios MSD 1y 2 son el soporte fisico del canal.®®

B. Funcién

La proteina CFTR funciona como un canal de CI', caracterizada por una conductancia
aproximadamente 8-10 picoSiemens (PS). Es selectivo para aniones sobre cationes. La
regulacién de esta proteina es compleja, ya que mdltiples cinasas pueden activar el canal,
pero solo se han descrito a detalle la activacion por la cinasa A. Primero el dominio R es
fosforilado por el AMPc dependiente de cinasa A, esto permite la union de ATP al NBD1,
posteriormente el ATP es hidrolizado y el canal se abre permitiendo el paso de aniones de
acuerdo al gradiente electroquimico a través del poro formado por los dominios
transmembrana. Cuando el domino R estd completamente fosforilado, el NBD2 se puede
enlazar con el ATP. Este proceso estabiliza la apertura del canal y lo mantiene permeable por
mas tiempo. A continuacion, el ATP es hidrolizado en el NBD2 dando como resultado

adenosin difosfato (ADP) y fosforo (P*), lo que se traduce como el cierre del canal. Sin embargo,
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cuando el dominio R esta desfosforilado, los NBD no son capaces de unirse a ATP y el canal

permanece cerrado, hasta que se refosforila por medio de la cinasa A.*

2.3.1.9  Mutaciones del gen CFTR
Actualmente segun el Consorcio de Andlisis Genético de la Fibrosis Quistica existen
2026 mutaciones. Para que puedan ser consideradas mutaciones deben cumplir con algunos
criterios entre los cuales estan: causar cambios en la secuencia aminoacidica que afecte
severamente la sintesis o funcion de la proteina, introducir una sefial de terminacion
prematura, alterar los nucleotidos de los sitios intronicos de maduracion del ARNm, generar
una secuencia aminoacidica nueva que no ocurra en los genes normales de al menos cien

portadores de mutaciones para la FQ del mismo grupo étnico.?

Dentro de la distribucién de las mutaciones que actualmente se tienen contempladas
en el gen, se encuentran: sin sentido con recuento de 797 mutaciones (39.34%), cambio en
el marco de lectura 318 mutaciones (15.70%), polimorfismos 269 mutaciones (13.29%), que
afectan el procesamiento de ARN 225 mutaciones (12.25%), de parada 169 mutaciones
(8.34%), desconocida 133 mutaciones (6.56%), delecciones/inserciones sin cambio de pauta

42 mutaciones (2.07%) y promotor 17 mutaciones (0.84%).2

2.3.1.10 Mutaciones mas frecuentes del gen CFTR
Se tiene registro de las diferentes mutaciones que sufre el gen CFTR alrededor del
mundo y el porcentaje que estas mutaciones representan. Como se ha descrito previamente
esta enfermedad predomina en la raza blanca pero debido a la mezcla racial, se evidencia en

casi todas las poblaciones.?

A nivel mundial, el consorcio de analisis genético de fibrosis quistica, en su base de
datos registra las mutaciones mas comunes y la poblacién afectada en cada una de ellas,
entre estas se menciona: la mutacion mas comun corresponde a F508 con una frecuencia de
28 948 apariciones, representa el 66% de las mutaciones y afecta a la mayoria de las
personas. La segunda mutacion es la G542X con 1062 apariciones, representa 2.4% de las
mutaciones y la poblacién con mayor prevalencia es la espafiola. Le tercera mutacion es la
G551D con una frecuencia de 717 apariciones, representa 1.6% con mayor prevalencia en

poblacién inglesa.?
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A nivel continental, en el norte de Europa las mutaciones mas comunes son: F508
representa el 70%, G542X el 2.07%, G551D el 1.68%. En el sur de Europa F508 con 55.51%,
G542X el 3.6%, N1303K el 2.47%. En Norteamérica F508 con 66.10%, G542X el 2.24%,
G551D el 21.97%. En Suramérica y América Central F508 con 45.11%, G542X el 5.01%,
G551D el 0.13%.2

Las caracteristicas de las tres mutaciones mas frecuentes a nivel mundial son:
A. Mutacion F508
La mutacion F508 es la mas comun a nivel mundial, pertenece a la clase Il consiste en
la deleccion de tres pares de bases en el exdn 11, produce la pérdida del A.A fenilalanina en
la posicion 508 la cual afecta la sintesis del NBD1, lo que resulta con un defecto en el

plegamiento de la proteina y su posterior destruccién.*

B. Mutacion G542X
Es la segunda mutacién a nivel mundial, pertenece a la clase |, produce un cambio de
Guanina por Tiamina en la posicién 542 (c.1624G>T), lo cual produce un codoén de parada

provocando que por error se finalice la formacién de la proteina, se produce en el exén 12.4

C. Mutacién G551D
Es la tercera mutacion a nivel mundial, pertenece a la clase lll, se produce un cambio
entre glicina y acido aspartico en la posicién 551 del exén 12. La mutacion se localiza en el

NBDL1 e interfiere con la hidrélisis del ATP produciendo una reduccién del canal.*?

2.3.1.11 Clasificacion de mutaciones del gen CFTR segun funcién
proteica
La identificacion del gen y de sus mutaciones ha permitido el estudio de la correlacion

genotipo - fenotipo, logrando identificar seis tipos de mutaciones en la proteina CFTR.3°

A. Clase I: ausencia de produccion de la proteina:

Las mutaciones que se encuentran en esta categoria son: sin sentido, cambio en el
marco de lectura y las que afectan el procesamiento de &cido ribonucleico (ARN). El
mecanismo por el cual se termina la traduccion se debe a la identificacion de un codon de
parada o terminacion prematuro en la lectura del ARN. Produciendo la ausencia de sintesis

de la proteina o sintesis de una proteina anormal la cual tiende a ser inestable y a degradarse
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relativamente rapido en el citoplasma o que se desprende faciimente de la membrana celular.
El resultado de esta clase de mutacion causa la pérdida de actividad del canal CFTR en el
epitelio afectado, haciendo que se produzcan pocos o ningun canal de CI. La mutacién

genotipica mas comun en esta clasificacion es la G542X.%°

B. Clase Il: maduracion defectuosa y degradacién prematura de la proteina:
En esta clase se encuentran la mayoria de las mutaciones del gen CFTR, la mutacién
F508 representa el mayor porcentaje de aparicion. Se produce porque la proteina CFTR no
puede plegarse correctamente y asumir su configuracién terciaria apropiada en el proceso de
glicosilacion y plegamiento que se lleva a cabo en el RE y el aparato de Golgi, por lo que la
proteina defectuosa es retenida en el RE y es reconocida para la degradaciéon por medio de

proteosomas citoplasmaticos.*

Cuando la proteina esté relacionada a un defecto en la maduracion, la mutacion ocurre
en la sintesis del dominio NBD1, haciendo que el patron de plegamiento del NBD1 o de las
secuencias contiguas sean muy sensibles a los cambios debidos a las mutaciones haciendo

que se produzca ausencia de la proteina en la membrana apical de las células.®

C. Clase lll: alteracion de la regulacién y disminucion de la ligadura e
hidrdlisis de ATP:

En esta mutacion la proteina se produce y procesa en el citoplasma, se transporta e
inserta en la membrana apical de la célula, sin embargo, es resistente a la fosforilaciéon y a la
unién con el ATP, esto quiere decir que se produce un defecto en la actividad reguladora de
la proteina CFTR, lo que afecta el proceso de regulacion al impedir la unién del ATP y la
hidrélisis de los dominios NBD1 Y 2 requeridos para la activacién del canal. El efecto neto de
la proteina CFTR es una cantidad normal pero no funcional en la membrana apical de las

células. La mutacién genotipica caracteristica es la sin sentido G551D. *°

D. Clase IV: conductancia alterada al cloruro o la apertura defectuosa del
canal:
La mayoria de las mutaciones se localizan en el dominio MSD1, el cual esta implicado
en la formacion del poro del canal, haciendo que la conductancia a través del canal esté
alterada, la proteina mantiene cierta funcion residual. El efecto neto es la presencia de una

cantidad normal de la proteina CFTR en la membrana apical, pero presentan una reduccion
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en el transporte de CI en este canal. Las mutaciones genotipicas que caracterizan esta clase
son R117H, R347P y la R334W.*

E. Clase V: defecto parcial en la produccion o en el procesamiento:

En esta clase de mutacidn se presenta una reducida sintesis de proteina CFTR, por
esta razén se origina una disminucién de la cantidad de proteina activa en la membrana apical
de las células y se debe a mutaciones del promotor o procesamiento ineficaz. Esta mutacion
también se puede presentar en pacientes con azoospermia obstructiva, bronquiectasias
diseminadas, pancreatitis cronica. Las mutaciones genotipicas que caracterizan esta clase
son 2789+5G>A, 3849+10kbC>T, A455E. ¥

F. Clase VI: defecto en la regulacion de otros canales:
En esta clase se agrupan mutaciones que afectan las propiedades reguladoras de gen
CFTR sobre otros canales de iones como el canal de cloruro de rectificacién saliente (ORCC)

o el canal de Na* epitelial (ENAC).%®

A continuacion, se resume cada una de las clases de mutaciones y sus principales
caracteristicas, se sabe que dependiendo de las clases de mutaciones que se combinan en
ambos cromosomas de un paciente, puede resultar un fenotipo con los sintomas de FQ clasica

gue es multisintomatica o de una FQ mas leve o incluso monosintomatica.®

TABLA 2.4 Influencia de las diferentes clases de mutaciones sobre el fenotipo en la FQ

Clase I Il M \Y \Y VI
Defecto No Bloqueo en el Bloqueo Conductancia Sintesis Defecto en
sintesis procesamiento en la alterada reducida la
regulaciéon regulacién
Tipos de marco Sin sentido Sin sentido  Sin sentido Sin Sin sentido
mutaciones de sentido
parada
Efecto Grave Grave IPE, Grave IPE, Leve Leve SP, Leve SP,
sobre el IPE, ARG, CLE ARG, CLE SP,ARG-M, ARG-M, ARG-M,
fenotipo ARG, CLL CLL O CLLOCLE
CLE CLE

ARG: afectacion respiratoria grave, ARG-M: afectacion respiratoria grave-moderada, CLE: cloro en sudor elevado, CLL:

cloro en sudor limite.
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2.3.1.12 Farmacogenética en FQ
Durante enero del 2012, se cre0 el primer medicamento dirigido a la solucién de los
defectos basicos de CFTR. Dentro del desarrollo de los farmacos reparadores de la proteina

CFTR, se han identificado tres grupos principales: 43

El primer grupo, son efectivos para la mutacion de clase |, los cuales consiguen que
no se identifique el codén de terminacion prematuro, continuando asi la sintesis completa de
la proteina. El segundo grupo, son llamados correctores del CFTR y estan disefiados para las
mutaciones de clase Il, corrigen el defecto del plegamiento de la proteina permitiendo que
tenga una funcion casi normal. El tercer grupo, son conocidos como potenciadores del CFTR
y estan disefiados para las mutaciones de la clase Ill a la VI, tienen como diana la proteina

CFTR y el objetivo que persiguen es mejorar su funcion.*?

e Tratamiento para las mutaciones clase I:

Alrededor de un 10% de los pacientes presentan este tipo de mutacion, predominando
en pacientes descendientes de judios. Los primeros farmacos utilizados para esta clase de
mutacién fueron los aminoglucésidos, los cuales se unen al ARN procariota 0 eucariota
disminuyendo la exactitud de la traduccién, de esta forma el nimero de errores aumenta
ocultando el codén de parada prematuro que evita la sintesis de la proteina CFTR, englobando
esta capacidad la gentamicina. Esto se consigue insertando un aminoacido que permita a los

ribosomas continuar la lectura del gen para producir una proteina de longitud completa.*®

Estudios preclinicos demostraron que in vitro se podria recuperar la funcion de la
proteina en un 35%. La administracion intravenosa de gentamicina en pacientes con FQ
present6 una respuesta positiva sin embargo no es universal el beneficio, sumado a esto la
toxicidad renal y ototoxicidad de los aminoglucésidos es desfavorable. Hay una alternativa
sintética constituida por un compuesto oral no aminoglucosidico, el ataluren, que es una
molécula disefiada para que los ribosomas puedan saltarse el codén de parada prematuro
obteniendo como resultado una proteina funcional. Su actividad farmacocinética se ha

demostrado en modelo de animales y en estudios clinicos fase 11.43

En el 2012 se llev6 a cabo la Conferencia Americana de FQ en donde publicaron los
siguientes resultados luego del uso del ataluren en ensayo clinico fase I, el cual incluy6 a un

total de 238 pacientes mayores de 6 afios, ambos sexos, quienes fueron aleatorizados para
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tomar ataluren o un placebo cada 8 horas por 48 semanas, evidenciado que todos los
participantes presentaron al menos una copia mutada, no hubo cambios en la calidad de vida,
funcién pulmonar, exacerbacion, niveles de Cl" en sudor o peso en los que tomaron ataluren.
El ensayo clinico descubrié que los pacientes presentaban mas dafo renal. Por lo que
decidieron indagar mas y compararon que el uso de ataluren o el placebo afecta a los
pacientes si usan o no tobramicina inhalada, evidenciando que los que no usaban tobramicina
inhalada presentaban menos disfuncién pulmonar y ocurrian menos exacerbaciones en el

grupo que tomaba ataluren que el grupo del placebo.*

Por lo que no encontraron evidencia suficiente para determinar el efecto positivo en

los pacientes con FQ tratados con ataluren.*?

e Tratamiento para las mutaciones clase Il:
Este grupo presenta el nUumero mas grande de pacientes debido a que incluye la
mutacion mas frecuente, esto lo convierte en un objetivo primordial de investigacion. En este
grupo se esta investigando un medicamento conocido como Ivacaftor, un farmaco para las

mutaciones de clase Ill en pacientes homocigotos.*

Se compararon 4 ensayos clinicos en los que se comparo la eficacia de Ivacaftor frente
a un placebo, se cont6 con la participacién de 378 voluntarios. En 3 de ellos participaron 238
voluntarios con una copia en la mutacion G551Xy en el otro, 140 voluntarios con mutacién en
F508 presente en dos copias, durante 4 y 48 semanas. En ningln ensayo hubo mortalidad.
Con la mutacién G551X que recibieron Ivacaftor mostraron mejoria en la funcion pulmonar,
pero solo los adultos mejoraron su calidad de vida, mientras que en la mutacién F508 no

mejoraron.*

La evidencia sugiere que Ivacaftor es un tratamiento efectivo para las personas
mayores de 6 afios con FQ que presentan mutacibn G551X. La ausencia de beneficio
terapéutico con Ivacaftor en la mutacion F508 hizo que se estudiara el farmaco lumacaftor, el
cual es el mejor candidato, debido a que aumenta el tiempo de apertura y la conduccién de
ClI a través de las células epiteliales y la mejoria de la mutacion podria darse con la
combinacién de ambas moléculas. Estudios in vitro evidencian que el uso de Lumacaftor
aumenta el transporte de Cl en un 15% y si se le afiade Ivacaftor aumenta casi un 30% el

transporte de CI en pacientes con mutacion F508.4
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Se realizaron dos ensayos clinicos, TRAFFIC y TRANSPORT, en pacientes de 12 afios
0 mayores con mutacion F508 para valorar el tratamiento combinado de Lumacaftor e
Ivacaftor. Las variables que utilizaron fueron: funcion pulmonar en 24 semanas, IMC,
frecuencia de exacerbaciones respiratorias y la calidad de vida, encontrando los siguientes
resultados: la funcién pulmonar se incremento entre 2.6% a 4% en el grupo tratado con ambos
farmacos frente al tratado con placebo. Clinicamente fue mas significativa la reduccion de 30
a 39% de las exacerbaciones pulmonares en el grupo tratado con ambos farmacos comparado
con el placebo. EI IMC aument6 un valor absoluto de 0.24 a 0.28 kg/m2 en pacientes tratados
con ambos farmacos. Debido a estos resultados, en el afio 2016, la Food and Drugs
Administration (FDA) y la European Medicines Agency (EMA) aprobaron el uso de ambos

medicamentos combinados en mayores de 12 afios para la mutacion F508.4

Tezacaftor es otro compuesto que se encuentra en estudio, tiene como objetivo
restaurar la funcién del gen CFTR moviendo la proteina a la posicion correcta en la superficie

celular, su eficacia combinada con Ivacaftor se esta ensayando.*

e Tratamiento para mutaciones clase Il
Basados en las mejoras del transporte de CI' usando Ivacaftor en pacientes con
mutacion G551X, se han realizado dos ensayos clinicos: STRIVE realizado en 144 pacientes
de 12 aflos o0 mas y ENVISION realizado en 52 nifios de entre 6 y 11 afios. Luego de 48
semanas de tratamiento se les ofrecid que participaran en un estudio abierto longitudinal,
PERSIST, durante 96 semanas.*?

En el estudio STRIVE los pacientes presentaron una mejoria de 10.6% en la funcion
pulmonar, se observé una disminucion en la concentracion de Cl-en sudor, aumento del peso

de 2.7 kg, mejora en la calidad de vida y disminucion en un 55% de las exacerbaciones. *

El estudio ENVISION es similar en adolescentes y adultos con la diferencia de que la
calidad de vida no tiene significancia. Los resultados del estudio PERSIST revelan mejoria en
la funcién pulmonar, sintomas respiratorios y aumento de peso en pacientes tratados con
Ivacaftor.*®

Para otras mutaciones diferentes a G551X, se realiz6 el estudio KONNECTION,
presentando resultados similares a los estudios mencionados anteriormente, utilizandose

Ivacaftor en 8 mutaciones diferentes, una novena mutacién que es de clase IV presenta la

30



aprobacién para el tratamiento con lvacaftor, asi como en otros potenciadores de CFTR que
estan en desarrollo, tales como QBW-251y GLPG1837.%

2.3.1.13 Reaccion en cadena de polimerasa (PCR)

La PCR es un sistema que permite obtener en pocas horas varios millones de copias
de una secuencia blanco de ADN. La reaccién se lleva a cabo dentro de un tubo de ensayo y
comprende varios ciclos, que incluyen a su vez tres pasos. La mezcla de la reaccion consta
de una pequefia muestra de ADN que se utiliza como molde y que se puede obtener de tejidos
frescos o de aquellos que han estado guardados en parafina. En adicidn, se necesita
oligonucleétidos que actien como cebadores, ADN polimerasa termoestable,
desoxirribonucleotidos, que se utilizan como sustratos para copiar las cadenas nuevas a partir

del molde, y un amortiguador que se encarga de estabilizar la reaccién.**

El primer ciclo de la reaccion, conocido como desnaturalizacion, consiste en separar
las dos cadenas de la molécula de ADN a una temperatura entre 94°C y 96°C, aplicada
durante 1 min. A continuacion, se produce el anillamiento o hibridacion de los cebadores con
las secuencias complementarias del ADN, los cebadores son oligonucleétidos sintéticos que
delimitan el sitio que se busca amplificar y se anillan a temperaturas que oscilan entre 50°C y
65°C. El ultimo ciclo o ciclo de extension, toma 1 min a 72°C, lo que permite a la ADN
polimerasa sintetizar las nuevas hebras de ADN, que seran complementarias a las cadenas
originales. A media que avanza el proceso se logra amplificar el segmento deseado unas 107

veces.*

2.3.1.14 Sistema de mutacion refractario a la amplificacibn por PCR
(ARMS— PCR)

El sistema ARMS, es una aplicacién de la técnica PCR en donde el ADN es amplificado
por cebadores especificos para alelos. Esta técnica requiere del disefio y construccion de
oligonucledtidos alelo-especificos a los cuales se les aflade intencionalmente una mutacién
en los primeros nucleotidos del extremo 3” para crear desajustes o errores entre las bases no
complementarias. La presencia de cambios intencionales de nucle6tidos en el extremo 3" de
los cebadores y el ADN permite una mayor especificidad y discriminacion por parte de la Taq

ADN-polimerasa, ya que ésta no tiene capacidad de correccion exonucleolitica 3.4
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Para el ARMS-PCR se requieren de tres cebadores. Un cebador es inespecifico ya
gue es complementario para los dos alelos en cuestion, mientras que los otros dos son alelos
especificos. De manera que el oligonucleétido “normal” permite solo la polimerizacién sobre
el ADN del alelo normal, pero no sobre el ADN mutado. Por otro lado, el oligonucleétido
especifico para el alelo mutado no se polimeriza para el ADN “normal” unicamente para el
mutado, bajo condiciones normales para PCR,* el Kit Elucigene® CF-EU2v1 es un ejemplo

de la aplicacion de esta tecnologia.

El procedimiento del método consiste en preparar dos mezclas de reaccion para PCR,
una para el alelo mutado y otra para el normal. De manera que los resultados que se obtienen
de la reaccién son dos productos de amplificacion para un paciente heterocigoto, y si se

observa un Unico producto de amplificacién el paciente es homocigoto para un alelo.*®

2.4 Marco conceptual

e ADN: acido desoxirribonucleico.*®

e Alelo: cualquier forma alternativa de un gen que puede ocupar un locus cromosémico
concreto.*®

e ARN mensajero: moléculas de ARN, generalmente con una longitud de 400 a 10 000

bases, que sirve como molde para la sintesis de proteinas.*®
CFTR: proteina que tiene como funcién ser un regulador de los canales de CI-.%®
Colonizacién: implantacién y crecimiento de un microorganismo en el hospedador.*®

Dafio pulmonar: afeccion en el parénquima pulmonar que disminuye su capacidad
funcional.*

e Diagnostico: determinacion de la naturaleza de un caso de enfermedad.*®

e Edad: tiempo que ha vivido una persona.

e ExoOn: secuencia codificadora para un gen.*®

e Fenotipo: configuracién fisica, bioquimica y fisiolégica completa de un individuo,
determinada por los factores genéticos y ambientales.*®

e Fibrosis quistica: trastorno autosémico recesivo de los lactantes, nifios y adultos
jévenes en el que existe una disfuncién generalizada de las glandulas exocrinas, con
signos de enfermedad pulmonar crénica, deficiencia pancreatica, concentraciones

anormalmente elevadas de electrélitos en el sudor y, en ocasiones, cirrosis biliar.*®
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e Gen: segmento de una molécula de ADN que contiene toda la informacién necesaria
para la sintesis de un producto, lo que comprende secuencias codificadas y no

codificadas.*®

e Genotipo: constitucién genética completa de un individuo.*®

e Heterocigoto: individuo con diferentes alelos para un caracter determinado.*®

e Homocigoto: individuo que posee un par de alelos idénticos en un locus dado.*®

e indice de masa corporal: peso en kilogramos dividido por el cuadrado de la altura en
metros; medicién de la grasa del organismo que aporta una indicacién del estado
nutritivo.*

e Insuficiencia: incapacidad total o parcial de un 6rgano para realizar adecuadamente
sus funciones.*

e Locus: posicidn que ocupa un gen en un cromosoma, existiendo diferentes formas de
estos genes en la misma posicién de cromosomas homoélogos.*®

e Microorganismo: organismo microscopico; entre los de interés medico destacan
bacterias, hongos y protozoos.*

e Mutacion: cambio en el material genético.®

e Nutricion: ingestion y metabolizacion de los alimentos y otros materiales nutritivos por
un organismo.*

e Origen: patria, pais donde alguien ha nacido o donde tuvo principio su familia.*

e Proteina: sustancia nitrogenada que se hallan en el organismo, tiene funciones de
estructuras y de regulacién.*®

e PCR: tipo de amplificacién rapida de acidos nucleicos en secuencias especificas de
ADN o ARN, que permite analizar sin clonacion pequefas cantidades de secuencias
cortas.*

e Sexo: condicion organica masculina o femenina.*®

e Test del sudor: método por excelencia para el diagnéstico de fibrosis quistica,
determinacién de la concentracion de cloro en una muestra de sudor estimulado por

iontoforesis por pilocarpina.®®

2.5 Marco geografico
El siguiente estudio se realizar4 en la ciudad de Guatemala, esta se encuentra
localizada en el area centro-sur del pais, colinda al norte con los municipios de Mixco,

Chinautla, al noreste con el municipio de Palencia, al suroccidente con Villa Nueva, posee una
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extension territorial de 996km. De acuerdo con el Ultimo censo realizado por el Instituto
Nacional de Estadistica (INE), la Republica de Guatemala cuenta con una poblacién de
17 311 085 habitantes, y en la ciudad de Guatemala habitan 994 867 personas,

correspondiendo al 5.75% de la poblacién guatemalteca.*”8

2.6 Marco demografico

La poblacién actual en el municipio de Guatemala segun la proyeccion de poblacién
2018 proporcionada por el INE, es de 994 867 habitantes, correspondiendo 531 385 al sexo
femenino (53.41%) y 463 482 al sexo masculino (46.59%). La poblacion actual menor de 18
afios es de 359 781 lo que representa el 36.16% de la poblacién total del municipio, de estos
242 425 (67.38%) corresponde a menores de 12 afios y 11 7356 (32.62 %) corresponde a la
edad de 13 a 18 afios. La esperanza de vida al nacer en Guatemala segun los indicadores
sociodemograficos tiene una media de 72.5 afios, distribuidos en 76.1 afios y 69.2 afios para

mujeres y hombres respectivamente.*’

En el municipio de Guatemala no se cuenta con informacién fehaciente sobre FQ,
Unicamente son de conocimiento publico las tesis antes mencionadas, el Ministerio de Salud
Publica y Asistencia Social (MSPAS) no ha reportado ninglin estudio de investigacion. Existe
una asociacion de FQ y una escuela para padres instituida por el IGSS que brindan apoyo a
familias de pacientes con este padecimiento, sin embargo, no estdn enfocada en realizar

investigacion cientifica sobre esta afeccion.

2.7 Marco institucional
En el presente estudio participaran diversas instituciones dentro de las cuales se

encuentran:

e Hospital General San Juan de Dios, Roosevelt, General de Enfermedades —IGGS- y
Liga del Pulmén Guatemala, ya que a nivel nacional estan catalogados como centros
de atencion de tercer nivel y de referencia, pudiendo brindar atencién integral al
paciente al contar con varias especialidades que pueden diagnosticar y tratar a estos
pacientes.

e Centro de investigaciones Biomédicas (CiB) de la Facultad de Ciencias Médicas USAC,
el cual brindaré las instalaciones adecuadas, equipo funcional y personal capacitado
para poder desarrollar el estudio genético, el cual sera guiado por el Dr. Gabriel Silva,

Genetista Pediatra.
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3. OBJETIVOS

3.1 General
Determinar las caracteristicas genéticas, epidemiolégicas y clinicas de los
pacientes pediatricos y adolescentes con diagnostico de fibrosis quistica de los
hospitales: General San Juan de Dios, Roosevelt, General de Enfermedades del
Instituto Guatemalteco de Seguridad Social —-IGSS- y Liga del Pulmén Guatemala

de mayo a septiembre 2018.

3.2 Especificos
3.2.1 Establecer las caracteristicas epidemiol6gicas segun: edad, sexo y lugar

de origen de los pacientes.

3.2.2 Determinar la mutacion genotipica y clasificacion del gen CFTR segun su

funcion proteica mas frecuente de los pacientes.
3.2.3 Indicar caracteristicas clinicas segun: edad de diagndstico, estado

nutricional, colonizacién bacteriana, edad de colonizacion, tipo de agente

microbioldgico, dafio pulmonar y funcién pancreatica de los pacientes.
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4. POBLACION Y METODOS

4.1 Enfoque y disefio de la investigacion
4.1.1 Enfoque

Cuantitativo.

4.1.2 Disefio

Descriptivo, prospectivo de corte transversal.

4.2 Unidad de analisis y de informacion
4.2.1 Unidad de andlisis
Datos genéticos, epidemioldgicos y clinicos registrados en el instrumento

disefiado para la recoleccién de los datos.

4.2.2 Unidad de informacion
Pacientes pediatricos y adolescentes con diagndéstico de fibrosis quistica que
asistieron a la consulta externa de neumologia de los hospitales: General San Juan de

Dios, Roosevelt, General de Enfermedades —IGSS-y Liga del pulmén Guatemala.

4.3 Poblacion y muestra
4.3.1 Poblacién
Pacientes pediatricos y adolescentes con diagndéstico de fibrosis quistica que
asistieron a la consulta externa de neumologia de los hospitales: General San Juan de

Dios, Roosevelt, General de Enfermedades —IGSS-y Liga del Pulmoén Guatemala.

4.3.2 Muestra
Pacientes pediatricos y adolescentes con diagndstico de fibrosis quistica que
asistieron a la consulta externa de neumologia de los hospitales: General San Juan de
Dios, Roosevelt, General de Enfermedades —-IGSS-y Liga del Pulmén Guatemala que

cumplieron con los criterios de seleccion.

4.3.2.1  Marco muestral
La unidad primaria fue la consulta externa de neumologia de los hospitales:
General San Juan de Dios, Roosevelt, General de Enfermedades —IGSS- vy Liga del

Pulmén Guatemala, y la unidad secundaria pacientes pediatricos y adolescentes con
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diagnéstico de fibrosis quistica. El nimero de pacientes que asistieron a cada uno de

los hospitales se distribuyeron en nueve, tres, veinte y seis pacientes de estudio

respectivamente.

4.3.2.2 Tipo y técnica de muestreo

No probabilistico por conveniencia.

4.4 Seleccion de sujetos de estudio

4.4.1 Criterios de inclusion

Pacientes con diagndstico de fibrosis quistica, con prueba de cloruros en sudor
positiva, con un valor de CI- mayor de 60mEq/L

Pacientes de 0 a 18 afios de edad

Pacientes de sexo femenino y masculino

Pacientes cuyos padres aceptaron que sus hijos fueran parte del estudio
Pacientes mayores de edad que aceptaron formar parte del estudio

Pacientes que asistieron a la consulta externa de neumologia de los hospitales:
General San Juan de Dios, Roosevelt, General de Enfermedades —IGSS-y
Liga del Pulmoén Guatemala

Paciente que asisti6 con regularidad al servicio de consulta externa de
neumologia de los hospitales: General San Juan de Dios, Roosevelt, General
de Enfermedades —IGSS- y Liga del Pulmén Guatemala en un periodo no

mayor de 6 meses.

4.4.2 Criterios de exclusion

Padre/tutor y paciente que no firmoé el consentimiento y asentimiento informado
Pacientes que no acudieron a la toma de muestra sanguinea

Pacientes a quienes luego de una puncién no se logré obtener la muestra
sanguinea.

Pacientes cuya muestra sanguinea fue insuficiente
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4.5 Definicion y operacionalizacién de variables

. . ESCALA | CRITERIOS DE CLASIFICACION/
MACRO DEFINICION DEFINICION TIPO DE
VARIABLE DE UNIDAD DE MEDIDA
VARIABLE CONCEPTUAL | OPERACIONAL | VARIABLE 3
MEDICION
W1282X N1303K
CFTRdele2,3, S549N
E60X G551D
P67L R553X
G85E R560T
2 394delTT 1811+1.6kbA>G
2 444delA 1898+1G>A
‘w Se observara al
zZ R117C 2143delT
Ll Cambio utilizar el kit
o R117H 2184delA
2 Mutacién permanente en Elucigene® . _
) " Categorica | Nominal Y122X 2347delG
= genotipica la estructura del | CF-EU2v1 para
n 621+1G>T W846X
‘T ADN?, detectar 50
w , 711+1G>T 2789+5G>A
5 mutaciones.
< L206W Q890X
0
S 1070delT 3120+1G>A
R334W 3272-26A>G
R347P R1066C
R347H Y1092X
A455E M1101K
I1507del D1152H
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F508del R1158X
1677delTA R1162X
V520F 3659delC
17171-1G>A 3849+10kbC>T
G542X S1251N
S549R 3905insT
Clasificacion de Cambios Se obtuvo
mutaciones del presentados mediante el
gen CFTR sobre la resultado de la | Categorica Nominal Clase l a Vi
segun funcién proteina mutacién
proteica CFTR.4 genética.
Edad en afios 0 | Edad en que se
meses cumplida | encontraban los
0 Edad de en la que se pacientes al . ) .
< _ o o _ Numeérica Discreta Edad en meses y afios
O diagnadstico confirmo el confirmar el
zZ
8 diagndstico.* diagndstico de
0 FQ.
9 Q
8 Edad en afios o Edad de los
% meses en la que pacientes al
L .
— se presentd detectar la
Q Edad de L _ . ] .
é o colonizacion primera Numerica Discreta Edad en meses y afios
< colonizacion
o

bacteriana por

primera vez.*®

infeccién por
agente

microbiano.
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Afeccion en el Se obtuvo
parénquima mediante
. pulmonar que puntaje . , Con o sin dafio y clasificacion del
Dafio pulmonar o o Categorica Nominal .
disminuye su radiologico de dafo en leve, moderado o severo
capacidad Brasfield.
funcional. 46
Incapacidad del Se obtuvo a
pancreas de través de los
o producir y/o valores de
Insuficiencia . _ )
. transportar esteatorrea Categorica Nominal Si, No
pancreatica _
enzimas reportados en el
digestivas. 4 expediente
clinico.
Masa del Se obtuvo al
cuerpo en colocar al . )
Peso corporal _ _ Numérica Razon Kg
kilogramos.*® | paciente en una
balanza.
Estatura o altura Se obtuvo
de la persona. #° utilizando
tallimetro o
Talla infantdmetro Numérica Razén Metros
segun
corresponda.
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Condicion del
organismo que
resulta de la
relacién entre

las necesidades

Se categoriz6 a

través de

Estad nutritivas percentiles de Adecuado, en riesgo potencial y
stado
o individuales y la | IMC por medio | Categdrica Ordinal desnutricion
nutricional _ »
ingestion, de WHO Antro y
absorcion y WHO Antro
utilizacion de los plus.
nutrientes
contenidos en
los alimentos.*®
Se obtuvo del
resultado de los
ultimos dos
Agente cultivos de ) )
_ o Nombre del microorganismo
_ _ microscopico esputo o . _ _
Microorganismo _ Categorica Nominal presente en cultivo de esputo o
gue produce aspirado

enfermedades.*®

nasofaringeo
reportados en el
expediente

clinico.

aspirado nasofaringeo
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CARACTERISTICAS

EPIDEMIOLOGICAS

Edad en afos o

Tiempo que ha meses que
Edad vivido una indique el Numérica Discreta Edad en meses y afos
persona.* padre/tutor o
paciente.
Condicion
orgénica, Tomado del _ _ Masculino
Sexo Categodrica Nominal
masculina o expediente. Femenino
femenina.*
Lugar de
Lugar donde procedencia
Lugar de origen una persona indicado por el | Categérica Nominal Departamentos de Guatemala

nacio.*

padre/tutor o

paciente.
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4.6 Recoleccion de datos

4.6.1 Técnicas

4.6.1.1 Entrevista a padres/tutor o sujeto de estudio y toma de medidas
antropométricas

e Se brind6 el consentimiento y asentimiento informado (ver anexo 1y 2), el cual
debio ser firmado previa recoleccion de datos y toma de muestra sanguinea

e Se llevé a cabo una entrevista por medio de una boleta recolectora de datos
elaborada por los investigadores con los padres/tutores o el sujeto de estudio en
caso de ser mayor de edad (ver anexo 3)

e Se tomaron medidas antropométricas para evaluar el estado nutricional

e Revision de expediente clinico.

4.6.1.2 Obtencién de muestra sanguinea

e Se coloco al paciente en decubito supino sobre una camilla

¢ Se tomo una torunda pequeiia de algodén

e Se le aplico alcohol a la torunda de algodén

e Se realiz6 asepsia con la torunda de forma circular, de adentro hacia afuera en el
pliegue del codo o dorso de la mano del sujeto de estudio de acuerdo al area donde
se realizo la puncion

e Se esper6 30 segundos (S) para que el area de puncion secara

e Setomd una muestra de tres centimetros cubicos (CC) de sangre periférica venosa
del pliegue del codo o dorso de la mano del sujeto de estudio utilizando una jeringa
descartable de 3cc con aguja No. 22, por parte de los investigadores

e Se procedi6 a rotular con un lapicero punto fino negro el tubo de EDTA K2 con el
codigo correlativo correspondiente a cada sujeto de estudio, asignado por el
investigador

e Seintrodujo en el tubo de EDTA K2 la muestra obtenida durante la puncion

e Se almacend en una hielera de forma vertical y se transporté CIB de la Facultad
de Ciencias Médicas USAC, ubicado en 9na avenida zona 11, Ciudad de
Guatemala.

e Se procedié a extraer ADN de la muestra sanguinea por personal capacitado,
dirigido por el Dr. Gabriel Silva, Genetista Pediatra.

e Una vez obtenido el ADN, fue enviado al Hospital Universitario INSELSPITAL de

Berna, Suiza para el analisis e identificacion de mutaciones genéticas.
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4.6.1.3  Obtencion de ADN

Se agité suavemente el tubo de EDTA K2 que contenia la muestra sanguinea
hasta que esté bien mezclado®

Se colocd un volumen de muestra sanguinea de 1 mililitros (ML) a un tubo estéril
de 15 ml marca Falcon®, se agregd 3 ml de solucion de lisis celular®®

Se procedio a incubar la mezcla durante 10 min a temperatura ambiente invirtiendo
de 2 a 3 veces durante la incubacién para lisar los glébulos rojos*

Se centrifug6 a 5000 revoluciones por minuto (R.P.M) durante 10 min a temperatura
ambiente®°

Se decant6 tanto sobrenadante como fue posible sin perturbar el sedimento blanco
visible aproximadamente 50-100 microlitros (uL) de liquido residual permanecieron
en el tubo de Falcon®*°

Se agitdé vigorosamente el tubo en un vortex por 10-15s hasta que los globulos
blancos se volvieron a suspender®

Se agreg6 2 ml de solucion de lisis nuclear al tubo que contenia las células
suspendidas®®

Se agitdé en un vortex durante 10s para lisar los glébulos blancos®

La mezcla se incubd a 37°C durante 15 min, y se enfrié a temperatura ambiente®°
Se agregaron 500 pL de solucién de precipitacion de proteinas al lisado nuclear, y
se mezcld en vortex durante 10-20s.%°

La muestra se centrifugé a 5000 RPM durante 10 min a temperatura ambiente®
Se transfirid el sobrenadante a un tubo de centrifuga de 2 ml marca Eppendorf®
gue contenia 600 pL de isopropanol a temperatura ambiente>

Se mezclé suavemente la solucién por inversion hasta que se observaron las
hebras blancas de ADN, luego se centrifug6 esta solucion a 12 000 x gravedades
(G) durante 3 min a temperatura ambiente®

Se decant6 el sobrenadante y se agrego6 un volumen de 800 uL de etanol al 70%
a temperatura ambiente al ADN, invirtiendo suavemente el tubo varias veces para
lavar el sedimento de ADN y los lados del tubo de microcentrifuga®°

Se centrifug6 la solucién a temperatura ambiente a 12 000 x g por 2 min®°

Se decanto con cuidado el etanol y se invirti6 el tubo sobre papel absorbente limpio

y se dejo secar al aire durante 10-15 min °
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Por dltimo, se afiadieron 85 ul de soluciéon de rehidratacion de ADN al tubo,
incubandolos a 60°C durante 15 min, y se almacen6 el ADN a 2-8°C, en tubos
Eppendorf®>°

4.6.1.4  Cuantificacion de concentracion ADN

En un tubo de Eppendorf® de 2ml se prepard la solucién de trabajo, se agrego
199 ul de buffer y 1 pl de dimetilsulféxido para cuantificar cada muestra®?

En otro tubo Eppendorf® de 0.5ml se agregd 190 ul de la solucién de trabajo y
10 ul del estandar no.1 que contiene el Kit®!

En otro tubo Eppendorf® de 0.5ml se agregd 190 ul de la solucién de trabajo y
10 ul del estandar no.2 que contiene el Kit®!

Se prepararon tubos de Eppendorf® de 0.5ml donde se colocaron 197 ul de la
solucion de trabajo y 3 ul del ADN extraido de cada una de las muestras®:

Se agité el tubo en vortex por 3 seg®

Se calibr6 el Qubit 3.0 con ambas soluciones estandar®!

Se procedi6 a la cuantificacion de concentraciéon de ADN de las muestras®!

4.6.1.5 Comprobacion de ADN por Beta-globina (R-GLOBINA)

A. PCR

Se colocé en un tubo Eppendorf® de 2 ml 480 ul de solucién Gotaq green Master
Mix, 256 ul de agua grado molecular, 1 pl de cebado A PCO4 y 1 pl de cebador B
GH20

Se rotuld 1 tubo Eppendorf® de 0.2 ml para cada una de las 32 muestras de ADN
Se procedié a colocar 23 ul de la solucion previamente realizada y 2 pl de cada
muestra de ADN

Se procedi6 a colocar las muestras en el Termociclador para llevar a cabo PCR
programado con un precalentamiento de 5 min a 94°C, desnaturalizaciéon por 50s
a 94°C, alineamiento por 55s a 56°C, extension por 55s a 72°C y elongacion final

por 7 min a 72°C, todos estos procesos fueron llevados a cabo por 35 ciclos.

B. Preparacion del gel de agarosa
En un vaso de precipitado se agregaron 2 gramos de agarosa en polvo 'y 75 ml de
buffer Tris Base (TBE) 1x

El vaso de precipitado se calentd durante 1 min y 13s en el horno microondas
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Luego se agreg6 9 ul de bromuro de etidio como agente intercalante para tefiir las
bandas
La mezcla se colocé en el molde que contenia un peine para marcar diez pocillos

Se introdujo a refrigeracion durante 3 min

C. Electroforesis

Se procedi6 a colocar un marcador de peso molecular en el pocillo no.1

En el pocillo no.2 se coloc6 el control positivo

En el pocillo no.3 se colocé el control negativo

En cada uno los pocillos del no.4 al 10 se colocé una muestra

Los amplicones fueron sometidos a electroforesis durante 35 min a 135 voltios y
400 MA

Por altimo, se colocé el gel de agarosa bajo luz ultravioleta (ver anexo 4, figuras
2a0b)

4.6.2 Procesos

Se informo al jefe de pediatria de cada uno de los hospitales: General San Juan
de Dios, Roosevelt y General de Enfermedades —IGSS- y Liga del Pulmén
Guatemala sobre el tema de investigacion que se llevé a cabo

Cada uno de los jefes de departamento asigné a un asesor institucional interno
guien nos acompafié durante la recoleccion de datos

Se hablé con el director de cada hospital solicitando el apoyo para realizar la
recoleccién de datos y se les solicité cartas de autorizacion para dicho proceso
Se asistio a la consulta externa de neumologia de los hospitales General San Juan
de Dios, Roosevelt, General de Enfermedades -IGSS- y Liga del Pulmén
Guatemala donde se les informé a los padres/tutores y pacientes sobre la
investigacion

Si los padres/tutor o paciente mostraron interés en participar en el estudio, se les
brindd un consentimiento y asentimiento informado a cada uno de ellos

Al contar con el consentimiento y asentimiento informado, se procedi6 a realizar la
entrevista por medio de una boleta de recoleccién de datos, toma de medidas

antropomeétricas, revision de expediente clinico y extraccién de muestra sanguinea
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e Lamuestra se transport6 al CIB de la Facultad de Ciencias Médicas USAC, donde
se llevd a cabo la extraccion de ADN bajo supervisién del Dr. Gabriel Silva,
Genetista Pediatra

e Se envio el ADN extraido al hospital INSELSPITAL, Hospital Universitario de
Berna, Suiza para la identificacion de la mutacion genotipica.

e Al contar con la interpretacién del resultado, se llevé a cabo una reunion en la
consulta externa de neumologia de cada uno de los hospitales para que, en
conjunto con el asesor interno se brindara de manera escrita, al padre/tutor o

paciente el resultado de la prueba.

4.6.3 Instrumentos

Boleta de recoleccion de datos elaborada por los investigadores, en la cual se les
asigno a los hospitales un codigo: General San Juan de Dios “HGSJDD”, Roosevelt “HR”,
General de Enfermedades -IGSS- “IGSS” y Liga del Pulmén Guatemala “LP” seguido de

un numero correlativo.

La boleta de recoleccién de datos se disefi6 de la siguiente manera:

Seccion I: Caracteristicas epidemiolégicas:

Nombre completo

Sexo
e Edad

Lugar de origen.

Seccibn II: Caracteristicas genéticas:
e Mutacion genotipica

¢ Clasificacion de mutaciones del gen CFTR segun funcién proteica

Seccion lll: Caracteristicas clinicas:

e Edad de diagndstico

e Peso
e Talla
e |[MC

e Estado nutricional
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e Colonizacion bacteriana
e Edad de colonizacién

e Daio pulmonar

¢ Insuficiencia pancreatica

e Prueba de CI en sudor.

4.7 Procesamiento y analisis de los datos

4.7.1 Procesamiento de datos

e Se ordenaron las boletas de recoleccion de datos de cada uno de los hospitales

e Se verific6 que cada una de las boletas de recoleccion de datos estuvieran
debidamente identificadas y llenas en su totalidad

e Los datos obtenidos fueron tabulados de manera manual unificando los datos de
las cuatro instituciones

e Se ingresaron a una base de datos digital utilizando el programa Microsoft Excel
version 2010, en el cual se codificé cada una de las variables incluidas en la boleta

de recoleccion de datos.

4.7.2 Andlisis de datos

Se realiz6 un analisis descriptivo univariado, utilizando caracteristicas
epidemioldgicas, genéticas y clinicas, para la representacion de variables de naturaleza
numeérica se utilizaron medidas de tendencia central y desviacion estandar y para las
categoéricas frecuencias y porcentajes por medio del programa estadistico SPSS version

21 bajo licencia (ver anexo 6).

4.8 Alcancesy limites
4.8.1 Obstaculos

La presente investigacion tenia contemplado lo siguiente: que no se obtuviera el
permiso de los hospitales para realizar la investigacion, que el sujeto de estudio o
padres/tutores del mismo decidieran no participar en la investigacion al no firmar el
consentimiento informado o se negaran a la extraccién de la muestra sanguinea. Otro
problema que se tenia contemplado es que al momento de procesar las muestras tanto el
ADN como el equipo sufrieran dafios y/o desperfectos y no se pudiera llevar a cabo el
analisis de las mismas. Las mutaciones genéticas en FQ son diversas y representan altos

costos, por lo que otro obstaculo fue el no poder realizar todos los tipos de mutaciones
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existentes y poder llevar a cabo la secuenciacion completa del gen CFTR en los pacientes

en quienes no se logro identificar ninguna de las 50 mutaciones del kit utilizado.

Si se llegara a examinar a la misma poblacion en otro momento, la muestra podria
cambiar al diagnosticarse nuevos casos de FQ, asi mismo pueden variar las
manifestaciones clinicas relacionandolas con las caracteristicas genéticas. De igual forma

no se puede llegar a realizar inferencias de causalidad por el corto tiempo del estudio.

4.8.2 Alcances
Con el presente estudio se logré conocer la mutacion genotipica mas frecuente de
los pacientes con diagnéstico de fibrosis quistica en Guatemala. Se tom6é como base
cincuenta alteraciones genéticas frecuentes a nivel mundial para poder tipificar a la
poblacién de estudio. Dicho estudio se llevo a cabo en los meses de mayo a julio del
presente afio en los hospitales: General San Juan de Dios, Roosevelt, General de

enfermedades -IGSS- y Liga del Pulmén Guatemala.

El estudio transversal permitié obtener resultados a corto plazo, fue muy util debido

a que pudo aplicarse para realizar intervenciones a nivel de salud publica.

4.9 Aspectos éticos de la investigacion
4.9.1 Principios éticos generales
Al momento de llevar a cabo esta investigacion no se realizé ninguna accién que
atentara con la integridad del paciente. Se proporcioné al responsable legal un
consentimiento informado y asentimiento informado respetando de esta manera el
derecho de autonomia a participar libremente en este estudio. El anonimato del paciente

y de su identidad fue respetado.

4.9.2 Categoria ética
La presente investigacion fue evaluada por el comité de Bioética de la Facultad de
Ciencias Médicas de la Universidad de San Carlos de Guatemala y se clasific6 como

Categoria Il (riesgo minimo) ya que se realizé extraccion sanguinea Unicamente.
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5. RESULTADOS

Se presentan los datos de pacientes pediatricos y adolescentes con diagnéstico
de fibrosis quistica atendidos en la consulta externa de neumologia de los hospitales de
referencia nacional: General San Juan de Dios (9), Roosevelt (3), General de
Enfermedades -IGSS- (20) y Liga del Pulmén Guatemala (6) durante los meses de mayo
a septiembre de 2018.

Tabla 5.1 Caracteristicas epidemioldgicas de pacientes pediatricos y adolescentes
con fibrosis quistica. N=38
Caracteristicas f %

Edad (x; DE ) 8.5 £ 5.03

menor a 1 afio 1 2.63
1a4 9 23.68
539 10 26.31
10 a 14 12 31.57
15 a 18 6 15.79
Sexo
Femenino 24 63.16
Masculino 14 36.84
Lugar de origen*
Region 1 20 52.63
Regibén 2 ! 2.63
Regién 3 8 21.05
Region 4 2 5.26
Region 5 4 10.53
Regién 6 2 526
Regién 7 ! 2.63
Region 8 j i

* Region 1: metropolitana, 2: Norte, 3: Nororiente, 4: Suroriente, 5: Central, 6: Suroccidente,
7: Noroccidente, 8: Petén.

51



Tabla 5.2 Caracteristicas genéticas de pacientes pediatricos y adolescentes

con fibrosis quistica. N=38
Caracteristicas f %
Mutacion genética
F508 8 21.05
S549N 4 10.52
G542X ! 2.63
3120+1G>A ! 2.63
R1162X ! 2.63
F508/S549N > 13.15
No identificada* 18 41.36
Clase
Clase I-lll 20 52.63
Clase IV-VI i )
No identificada* 18 47.36
* 4 no detectadas en el kit Elucigene® CF-EU2v1
Tabla 5.3 Caracteristicas clinicas de pacientes pediatricos y adolescentes
con de fibrosis quistica. N=38

Caracteristicas f

%

Edad de diagnostico (x; DE) 2.21 + 3.12

menor a 1 afio 21

la4d 12

5a9 3

10a14

15a18 }
Estado nutricional

Adecuado 16

En riesgo potencial !

Desnutricion 15
Colonizacion Bacteriana

Si 34

No 4

55.26
31.58
7.89
5.26

42.11
18.42
39.47

89.47
10.52
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Continuacion tabla 5.3

Edad de colonizacion (x; DE) 2.19 afios + 2.90

menor a 1 afio 17 45.95

la4d 15 40.54

5a9 3 8.11
10a 14 2 5.41
15a18 - -
Microorganismo

P. aeruginosa 22 57.89

S. aureus 15.79

Mixto 15.79

No infectado 10.53
Dafio pulmonar

Si 34 89.47

No 4 10.52

Brasfield

Leve 13 37.14

Moderado 19 54.28

Severo 2 571
Insuficiencia pancreatica

Si 32 84.21

No 6 15.78

Tabla 5.4 Grupo etario en relacidn al sexo de pacientes

pediatricos y adolescentes con FQ. N=38
Sexo
Edad del paciente Femenino Masculino
f % f %
menor a 1 afio - - 1 2.63
la4d 7 18.42 2 5.26
5a9 8 21.05 2 5.26
10a 14 7 18.42 5 13.16
15a18 2 5.26 4 10.53
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Tabla 5.5 Descripciéon del estudio genético obtenido a través del uso del kit de Elucigene® CF-EU2v1 y secuenciacion.

N=12

Cadigo NC(IJm pre P.HGVS C.HGVS #Exon/Intron  Tipo de mutacion Alelo* Clase Causante de

asico enfermedad
AF508 Phe508del ¢.1521 1523delCTT E1ll Deleccion HET Il Sl
LP1 S549N  Ser549Asn C.1646G>A E12 Sin sentido HET Il S|
M470V Met470Val c.1408A>G Ell Polimorfismo HET - NO
HR3 AF508 Phe508del c¢.1521 1523delCTT E11l D_elecc-ién HET Il Si
M470V Met470Val c.1408A>G El1 Polimorfismo HET - NO
HR2 S549N Ser549Asn C.1646G>A E12 Sin sentido HOM 1l Si
HR1 S549N Serb549Asn C.1646G>A E12 Sin sentido HOM 1l Si
AF508 Phe508del c¢.1521 1523delCTT El1 Deleccién HET Il Sl
H6GSJDD9 S549N Ser549Asn c.1646G>A E12 Sin sentido HET 1] Sl
M470V Met470Val c.1408A>G El1l Polimorfismo HET - NO
3120+1G>A i C.2988+1G>A 118 Po“mg:zémt%g” un o per S|

HGSJDD8 Polimorfismo en un
3041-92G/A - €.2909-92G>A 117 I HET - NO
nucledtido

HGSIDD6 AF508 Phe508del ¢.1521 1523delCTT E1ll [?eleccig')n HET Il Sl
S549N Serb549Asn C.1646G>A E12 Sin sentido HET 1 Si
HGSJDD4 G542X Gly542 c.1624G>T E12 Sin sentido HET [ Sl
AF508 Phe508del c¢.1521 1523delCTT E1ll Deleccion HET Il Si
HGSJDD1 S549N Ser549Asn c.1646G>A E12 Sin sentido HET -1 Sl
M470V Met470Val c.1408A>G Ell Polimorfismo HET - NO
IGSS9 AF508 Phe508del c¢.1521 1523delCTT E1ll D_elecc_ic')n HET Il Sl
M470V Met470Val c.1408A>G El1 Polimorfismo HET - NO
IGSS5 AF508 Phe508del c¢.1521 1523delCTT El1l D_elecc_ién HET Il Sl
M470V Met470Val c.1408A>G El1l Polimorfismo HET - NO
IGSS? AF508 Phe508del c¢.1521 1523delCTT El1l Deleccién HET Il Sl
S549N Ser549Asn c.1646G>A E12 Sin sentido HET 1] Sl
M470V Met470Val c.1408A>G Ell Polimorfismo HET - NO

HET, heterocigoto; HOM, homocigoto. (ver anexo 5)
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Tabla 5.6 Frecuencias genotipicas de pacientes con FQ. N=24
Caracteristicas f %
Mutacidén genotipica
F508/F508 1 4.14
F508/0TRO 7 29.16
F508/S549N 5 20.83
S549N/S549N 2 8.83
S549N/OTRO 2 8.83
G542X/0OTRO 1 4.17
3120+1G>A/OTRO 1 4.17
R1162X/OTRO 1 4.17
OTRO/OTRO* 4 16.67
*No identificado por el kit Elucigene® CF-EU2v1
Tabla 5.7 Frecuencia de mutacion genética y heterogeneidad del alelo
en pacientes con FQ. N=48
Alelo
Mutacion genética Homocigoto Heterocigoto
f % f % Total %
F508 2 7.15 12 42.85 14 29.17
S549N 4 14.28 7 25 11 22.92
G542X - - 1 3.57 1 2.08
3120+1G>A - - 1 3.57 1 2.08
R1162X - - 1 3.57 1 2.08
- - - - 20 41.66

No identificadas

Tabla 5.8 Edad de colonizacién y dafio pulmonar en pacientes

pediatricos y adolescentes con de FQ. N=37
Dafio pulmonar*

Edad de Si No
colonizacion f % f %
menor a 1 afo 15 40.54 2 5.2

la4 13 35.13 2 5.2

5a9 3 8.10 - -
10al4 2 54 - -
15a19 - - - -

*1 con dafio pulmonar sin registro de colonizacion bacteriana.
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Tabla 5.9 Clase de mutacion relacionada con el dafio pulmonar
en pacientes pediatricos y adolescentes con FQ N=34

Dafio pulmonar*

Leve Moderado Severo
Clase de
Mutacion

f % f % f % Total %
1111 9 26.47 8 2353 1 294 18 5294
IV-VI - - - - - - - -
No .. 4 11.76 11 3235 1 294 16 47.05
Identificada

*4 pacientes sin dafio pulmonar

Tabla 5.10 Heterogeneidad alélica relacionada con el dafio pulmonar
en pacientes pediatricos y adolescentes con FQ N=20

Dafio pulmonar*

Leve Moderado Severo
Alelo
f % f % f % Total %
Homocigoto - - 2 10 - - 2 10
Heterocigoto 9 45 6 30 1 5 16 80

*2 pacientes sin dafio pulmonar

Tabla 5.11 Clase de mutacién relacionada con el dafio pancreatico
en pacientes pediatricos y adolescentes con FQ. N=38

Dafo Pancreatico
Clase de Mutacioén

Si No
f % f % Total %
111 16 421 4 105 20 5263
V-V S i :
No 16 421 2 526 18 47.36
Identificada ’ ’ '
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6. DISCUSION

Se estudiaron a 38 pacientes pediatricos y adolescentes con fibrosis quistica quienes
presentan una edad media de 8.59 + 5.03 afios, dentro de los cuales se encuentra un Unico
paciente con 18 afios de edad; estudios refieren que la esperanza de vida en paises en vias
de desarrollo es cercana a la segunda década; °? en la poblacién hubo predominio del sexo
femenino, 63.16% (24); asi mismo, el 52.63% (20) fueron originarios de la region

metropolitana.

Segun el consorcio de andlisis genético de fibrosis quistica, la mutacion F508 es la
mas frecuente a nivel mundial;? en Latinoamérica, el metaanalisis publicado en el JCF indica
gue en Argentina, Brasil y Chile la incidencia fue de 59.15%, 43.06% y 39.28%
respectivamente.>® Al equiparar estos datos con los encontrados en la presente investigacion
se detect6 F508 en un 29.17% (14) de las 48 mutaciones encontradas, siendo ésta la mutacion
mas frecuente en los sujetos de estudio, de ese porcentaje un 7.15% (2) fue homocigoto y
42.85% (12) fueron heterocigotos. Esto se puede atribuir a que en los ultimos 500 afios
Latinoamérica se ha visto involucrada en mezclas de diferentes etnias, en muchos paises se
observan herencias europeas predominantemente espafiolas o portuguesas, lo cual ha
ocasionado la aparicion de esta enfermedad;> Guatemala no ha sido la excepcién a esta

mezcla, lo que explicaria la presencia de esta patologia en la poblacion.

Como es citado anteriormente, el JCF indica que en Latinoamérica la mutacién G542X
es la segunda en frecuencia®, lo cual contrasta con este estudio ya que la segunda mutacién
mayormente identificada fue S549N 22.92% (11), evidenciando que 14.28% (4) fueron
homocigotos y 22.92% (11) fueron heterocigotos. La mutacion S549N ha sido encontrada
predominantemente en hispanos, afroamericanos y asiaticos® lo cual es similar a las

caracteristicas raciales de la poblacion guatemalteca.

En una investigacion realizada en Costa Rica se encontraron 19 genotipos del gen
CFTR de los cuales, el 68.4% presentaron dos mutaciones conocidas y 26.3% con al menos
una mutaciéon determinada; Unicamente estuvo presente un genotipo homaocigoto
G542X/G542X en dos individuos representando 3.92%.3 En comparacién con este estudio en
donde se encontraron 9 genotipos, de ellos el 33.33% (3) manifestaron dos mutaciones

conocidas y 55.55% (5) al menos una mutacion conocida. La condicibn homocigota aparecio
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en 12.97% de los genotipos, F508/F508 y S549N/S549N con 1y 2 sujetos respectivamente.
Es importante mencionar que el genotipo OTRO/OTRO no hace alusion a una condicion

homocigota, sino que indica un genotipo no identificado en este estudio.

Un hallazgo relevante en esta investigacion fue la identificacién de las mutaciones
M470V y 3041-92G/A, ambas no causantes de enfermedad, estas fueron localizadas en el
exéon 11 e intron 17 respectivamente. Evidenciando un comportamiento inusual de las
mutaciones genéticas en la poblacion guatemalteca en contraste con lo publicado en el JCF

en donde ambas mutaciones no fueron identificadas en la poblacion latinoamericana.>?

Se sabe que la toma de muestras para el tamizaje neonatal es de suma importancia
para la identificacion de fibrosis quistica; la Asociacién de Fibrosis Quistica de México sefala
gue contar con centros de atencidon especializados es util para un diagndéstico y tratamiento
temprano lo que proporciona un seguimiento oportuno a estos casos.*? Un dato relevante en
el actual estudio, es que la media de la edad de diagnéstico fue 2.21 + 3.12 afios haciendo
evidente el resultado positivo que ha generado la implementacién de toma de muestras para

tamizaje neonatal en Guatemala.

La Sociedad Argentina de Pediatria en el consenso nacional de fibrosis quistica
expone que proporcionar un seguimiento constante y eficaz por parte de especialistas en
nutricién aunado a un tratamiento multidisciplinario en paciente con FQ mejora la calidad de
vida de estos individuos.>* Segun el estado nutricional del paciente, en este estudio el 42.11%
(16) fue adecuado a pesar de que, esta patologia por su caracter crénico y limitante
predispone a los afectados a un desgate nutricional complejo. Sin embargo, el 39.47% (15)
presenta desnutricion a pesar de los esfuerzos realizados por mantener al paciente en un

estado 6ptimo.

En el registro latinoamericano de fibrosis quistica reporta que, P. aeruginosa es el
microorganismo mas prevalente en la primera década de la vida y el causante de la mayoria
de infecciones del tracto respiratorio en pacientes con fibrosis quistica;>® en el presente
analisis el 80% (34) de los participantes se encontraban colonizados crénicamente,
reportdndose P. aeruginosa en el 57.89% (22) de los cultivos, estos datos que concuerdan

con lo publicado por el registro.

58



Dentro de las afecciones clasicas de esta patologia podemos encontrar: dafio
pulmonar e insuficiencia pancreética tal y como lo menciona el consenso nacional de fibrosis
quistica.!* Se evidencié dafio pulmonar en 89.47% (34) de los pacientes, correspondiendo el
54.28% (19) a dafio moderado segun la escala de Brasfield, e insuficiencia pancreatica en un
84.21% (32).

Gonzalez en su publicacidon de infecciones respiratorias en fibrosis quistica hace
referencia que al existir una colonizacion temprana, las bacterias se adhieren mas avidamente
al mucus y a las células dafiadas y por medio de proteasas dafian el epitelio pulmonar,
causando deterioro progresivo de la FEV1.*2 En el andlisis que se llevo a cabo con la
informacién recabada, la edad de colonizacién presentdé una media de 2.19 + 2.90 afios y al
relacionarla con el dafio pulmonar este estudio demostré que quienes se colonizaron antes

de cumplir un afio de edad fueron propensos a desarrollar mayor dafio pulmonar 40.54% (15).

El tratado de fibrosis quistica menciona que la presencia de mutaciones de las clases
I, Il'y lll son consideradas como mutaciones severas que se asocian a un peor prondstico en
cuanto a la progresion de la patologia respiratoria, sin embargo, el presentar una mutacion
heterocigota es un factor protector en la conservacion de la funciéon pulmonar a pesar de ser
considerada como una mutacion severa; estas mismas clases de mutaciones producen
igualmente insuficiencia pancreética desde el nacimiento o de apariciéon temprana;® esto se
logré corroborar al relacionar las clases de mutacion del gen CFTR segun su funcion proteica
con el dafio pulmonar, observdndose predominio del dafio pulmonar leve 26.47% (9) y asi
como también predominé esta clase de dafio en pacientes que presentaban una mutacion
heterocigota 45% (9); en las clases | a lll también se observé insuficiencia pancreatica en el
42.1% (16).

En este estudio 8 de los pacientes contaban con un diagnéstico genético realizado
previamente en el -IGSS-, se decidi6 incluirlos en esta investigacion con motivo de tener un
mejor panorama de la situacion actual de la enfermedad en Guatemala; para el resto de
muestras se utilizé el kit comercial Elucigene CF-EU2v1 el cual identifica 50 mutaciones
genéticas a nivel mundial. En 16 muestras se llevé a cabo el analisis genético logrando
identificar: 2 resultados homocigotos Unica mutacion, 5 heterocigotos para 2 mutaciones, 5
heterocigotos Unica mutacién y en 4 muestras no se logré identificar ninguna de las 50

mutaciones que detecta el kit. Se hace la aclaracion que en 14 muestras no se detectd
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mutacién genotipica, probablemente debido a almacenamiento de la muestra sanguinea,
extraccion del ADN, transporte y/o manejo posterior del material genético, causando

fragmentacion del mismo, lo que impidié su analisis.

Entre las fortalezas del estudio podemos mencionar que se logré la aprobacion del
mismo a través del comité de ética del Facultad de Ciencias Médicas de la Universidad de
San Carlos, siendo éste un estudio categoria Il, asi mismo, se logré realizar un vinculo con la
Universidad de Berna con el cual se pudo realizar la deteccion de 50 mutaciones genéticas
en lugar de tres mutaciones como se habia propuesto al inicio del estudio. Se obtuvo una
poblacibn mayor en comparacion con otros estudios de fibrosis quistica reportados
anteriormente. Debido a que los padres reconocen la importancia de un diagnéstico genético
accedieron a participar en el estudio. Se gener6 mayor conocimiento acerca del factor
genético de esta patologia en el pais y se recalco la importancia de continuar con estudios de

esta indole.

Entre las debilidades se encuentra el alto costo del estudio y el dificil acceso a los
diversos métodos para llevar a cabo el andlisis genético, ademas en la Facultad de Ciencias
Médicas aun existe un déficit de equipo para poder llevar a cabo todos los procedimientos de
este tipo de investigacion, por lo que no se contaba con lo necesario para realizar la
secuenciacién completa del gen CFTR. Asi mismo debido al costo que representa en los
hospitales de referencia nacional la realizacion de espirometria no fue posible evaluar el dafio
pulmonar mediante este estudio. No se tomé en cuenta a la poblacion adulta por lo que no se

abarco a la totalidad de los pacientes con FQ en el pais.
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7.1

7.2

7.3

7.4

7.5

7.6

7. CONCLUSIONES

Los pacientes pediatricos y adolescentes con diagnéstico de fibrosis quistica
presentan una media de edad de 8.5 afios, en su mayoria de sexo femenino y

originarios de la region metropolitana.

Se identificaron 5 tipos de mutaciones, la mas frecuente corresponde a F508 y en
la clasificacibn de mutaciones del gen CFTR segun funcién proteica, la mas
destacada es la clase Il. Englobando a la poblacién de estudio en mutaciones

genéticas de fenotipo severo.

Los heterocigotos compuestos fueron los genotipos mas comunes en nuestra
poblacion; el genotipo F508/S549N fue la combinacibn mas comun entre los

pacientes.

Un 25% de las muestras analizadas, no se encuentran dentro de las 50 mutaciones
mas frecuentes a nivel mundial, ademas se encontré dos mutaciones no causantes

de enfermedad.

La media de la edad de diagnostico es de 2.21 afios, en cuanto al estado nutricional

42.11% es adecuado y 39.47% esta en desnutricion.
Desde el primer afio de vida los pacientes se encuentran colonizados crénicamente,

siendo P. aeruginosa el principal microorganismo; la mayoria presenté afeccion

pulmonar en grado moderado e insuficiencia pancreatica.
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8. RECOMENDACIONES

A la Facultad de Ciencias Médicas de la Universidad de San Carlos de
Guatemala:
8.1 Adquirir equipo, mobiliario e insumos para la realizacién de diagndstico genético de
Fibrosis Quistica en el Centro de Investigaciones Biomédicas.
8.2 Difundir informacién acerca del programa de ayuda becaria para tesis de grado.
8.3 Continuar apoyando la investigacion cientifica a través de las becas otorgadas por

la Direccion General de Investigacion.

A la Coordinacion de Trabajo de Gradacion y futuros investigadores:

8.4 Fomentar en los estudiantes el interés por estudios cientificos en enfermedades
raras, poco frecuentes.

8.5 Promover en los estudiantes estudios de seguimiento.

8.6 Incentivar a la comunidad estudiantil para la divulgacion de resultados.

8.7 Brindar mayor informacion acerca del financiamiento en trabajos de grado desde el
primer afio de la carrera universitaria.

8.8 Continuar con el analisis de las muestras no identificadas y ademas realizar
secuenciacién del gen para determinar otros genotipos.

8.9 Impulsar la realizacién de estudio genético a los padres de los pacientes con la
finalidad de determinar el origen de la herencia genética.

8.10 Investigar arbol genealbgico de pacientes con fibrosis quistica y realizar marcadores

ancestrales para descubrir la mezcla que originé la mutacion.

A los Hospitales: General San Juan de Dios, Roosevelt, General de
Enfermedades y Liga del Puimon Guatemalay personal sanitario:

8.11 Lacreacion de una unidad especifica para el diagnéstico y seguimiento de pacientes
con enfermedades raras con énfasis en FQ, en la cual se pueda llevar un registro
sistematizado de los pacientes, para brindar un diagndstico temprano y certero y
ofrecerles un manejo multidisciplinario, ademas de brindar consejo genético a las
padres y tomar de modelo la escuela para padres de pacientes con fibrosis quistica
del Hospital General de Enfermedades y en las otras instituciones iniciar dicha

escuela para fomentar en los padres el cuidado que deben de tener con sus hijos

63



fuera de las paredes de las instituciones en mencién y de esta manera puedan llevar
una vida plena.

8.12 Promover la importancia de realizar tamizaje neonatal para lograr la deteccién
temprana de esta patologia y disminuir las complicaciones a largo plazo.

8.13 Concientizar a los médicos que la fibrosis quistica es una enfermedad existente en
nuestra poblacién por lo que es necesario considerarla al momento de realizar un

diagnéstico.

A los padres de pacientes con diagnéstico de fibrosis quistica:
8.14 Continuar con el interés y apoyo en pro del bienestar de sus hijos.
8.15 Sensibilizar sobre la importancia del tamizaje neonatal y buscar consejo
genético.
8.16 Avocarse a la Asociacion de Fibrosis Quistica de Guatemala para crear una red de
apoyo.
8.17 Continuar en la disponibilidad de participar en futuras investigaciones para aportar

a la comunidad cientifica.
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9. APORTES

Se logré generar conocimiento cientifico para el desarrollo integral de la ciencia
médica en Guatemala ya que previo a este estudio no se contaba con diagnostico
genético ni clasificacion de mutaciones del gen CFTR segun funcién proteica de la
mayoria de los pacientes, proporcionando asi mayor detalle sobre la situacion de esta
enfermedad en nuestro pais, ademas de brindar la oportunidad de recibir un

tratamiento especifico en el futuro para cada uno de los pacientes.

Se consiguid iniciar con un banco genético con controles positivos de las
diferentes mutaciones encontradas en el estudio; con el fin de lograr identificar dichas

mutaciones en investigaciones posteriores realizadas en el pais.

Se logré crear un vinculo de colaboracion con el laboratorio de genética
humana del Hospital Universitario de Berna para fomentar el intercambio de
conocimiento entre la Universidad de San Carlos de Guatemala y la Universidad de
Berna, Suiza. Esto con el objetivo de poder colaborar en el futuro con mas

investigaciones que beneficien a la poblacion en general.

Se brind6 la oportunidad a los pacientes de poder optar en un futuro a una

terapia genética personalizada segun la mutacion que presenten.
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11. ANEXOS

Anexo 1: Consentimiento informado

USAC Universidad San Carlos de Guatemala

TRICENTENARIA Facultad de Ciencias Médicas

CIENCIAS MEDICAS

CONSENTIMIENTO INFORMADO
CARACTERIZACION GENETICA, EPIDEMIOLOGICA Y CLI'NICA,DE PACIENTES
PEDIATRICOS Y ADOLESCENTES CON FIBROSIS QUISTICA

Caddigo de boleta

Parte I: Hoja de Informacion al paciente

Nosotros somos estudiantes de Séptimo afio de la carrera de Médico y Cirujano de la Facultad
de Ciencias Médicas de la Universidad San Carlos de Guatemala. Actualmente nos
encontramos investigando sobre la enfermedad de fibrosis quistica, la cual es una enfermedad
hereditaria en la que los pacientes presentan infecciones pulmonares a repeticion y problemas
gastrointestinales, por lo que estaremos brindando informacién respecto a esta afeccion y
deseamos invitarlo a participar en el estudio que se esta llevando a cabo. Antes de decidir
participar en el estudio, puede preguntar con toda la confianza a cualquiera de los

investigadores las dudas que surjan.

El propdsito de dicha investigacion es tener conocimiento sobre la mutacién que se presenta
mayormente en nuestra poblacidon debido a que actualmente no se cuenta con informacion
propiamente guatemalteca y los estudios en los que nos basamos son principalmente de raza

blanca.

Para el siguiente estudio estamos invitando a pacientes pediatricos y adolescentes con
diagnéstico de fibrosis quistica, que acuden a la consulta externa de neumologia en los
hospitales: General San Juan de Dios, Roosevelt y General de Enfermedades — IGSS —vy Liga
del Pulmén Guatemala. La finalidad del estudio es ampliar el conocimiento sobre la
enfermedad en nuestro pais y de esta forma ayudar a brindar un tratamiento mejor dirigido a

cada paciente.
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Su participacién en esta investigacion es totalmente voluntaria y sin ningan costo. En caso
gue decida o no participar, los hospitales continuaran brindado todos los servicios que recibe
actualmente y nada variara. Este estudio es propio de los investigadores, por lo que los
hospitales en las que se esta llevando a cabo la recoleccion de datos y toma de muestra

sanguinea son ajenas al mismo.

El procedimiento que se llevara a cabo en sus hijos es el siguiente:

e Se colocaréa al paciente en decubito supino sobre una camilla.
e Se tomara una torunda pequefia de algodon.
e Se le aplicara alcohol a la torunda de algodén.
e Se realizara asepsia con la torunda con alcohol en el pliegue del codo o dorso de la
mano del paciente de acuerdo al area donde se le realizara la puncion.
e Se esperara 30 segundos para que el area de puncion seque.
e Se tomara una muestra de 3 cc de sangre periférica venosa del pliegue del codo o
dorso de la mano del paciente utilizando una jeringa descartable de 3 cc con aguja
No. 22, por parte de los investigadores.
¢ Se procederd a rotular con un lapicero punto fino negro el tubo de edta K2 con el cédigo
correlativo correspondiente a cada sujeto de estudio, asignado por el investigador.
¢ Se introducira en el tubo de EDTA K2 la muestra obtenida durante la puncién.
e¢Se almacenara en una hielera de forma vertical y se transportara al Centro de
investigacion Biomédicas de la facultad de Ciencias Médicas, ubicada en 9na avenida zona
11, Guatemala, USAC.
e Se procede a analizar la muestra sanguinea por personal capacitado, el Dr. Gabriel

Silva Genetista Pediatra.

Parte II: Formulario de Consentimiento

Mi hijo(a) ha sido invitado(a) a participar en la investigaciéon “CARACTERIZACION
GENETICA, EPIDEMIOLOGICA Y CLINICA DE PACIENTES PEDIATRICOS Y
ADOLESCENTES CON FIBROSIS QUISTICA”, la cual es gratuita. Entiendo que se le
extraeran 2-3 centimetros cubicos de sangre en una Unica ocasion. He sido informado(a) que
no presenta ningun riesgo ni efectos secundarios aparte de presentar un leve dolor en el lugar
de la puncion. Entiendo que es de beneficio para dirigir de una manera integral el diagnéstico

con el que cuenta mi hijo(a) y que posteriormente, los investigadores en conjunto con el asesor
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interno de la institucion me proporcionardn de manera escrita el resultado de las pruebas. No
se afectardq de ninguna manera el seguimiento que se le proporciona a mi hijo(a) en estas

instituciones.

Yo como padre/tutor, eximo de toda responsabilidad civil, penal o de cualquier otra indole a
los hospitales, General San Juan de Dios, Roosevelt y General de enfermedades del Instituto
Guatemalteco de Seguridad Social —IGSS-, respecto a los estudios y gestiones gue se
realicen en dicha investigacion, en virtud de que la misma es para efectos Unicamente

académicos.
He leido y comprendido la informacion proporcionada. He tenido la oportunidad de preguntar
sobre ella y se han contestado satisfactoriamente las preguntas que he realizado. Consiento

voluntariamente que mi hijo(a) participe en esta investigacion.

Nombre del padre/tutor:

Firma o huella del padre/tutor:

Fecha:

Nombre del investigador:

Firma del investigador:

Fecha:

Ha sido proporcionada al padre/tutor del paciente una copia de este documento.
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Anexo 2: Asentimiento informado

USAC Universidad San Carlos de Guatemala

TRICENTENARIA Facultad de Ciencias Médicas

fad de San Carlos de Guabemala

FACULTAD DE
CIENCIAS MEDICAS

ASENTIMIENTO INFORMADO
CARACTERIZACION GENETICA, EPIDEMIOLOGICA Y CLINICA DE PACIENTES
PEDIATRICOS Y ADOLESCENTES CON FIBROSIS QUISTICA
Caddigo de boleta

Nosotros somos estudiantes de Séptimo afio de la carrera de Médico y Cirujano de la Facultad
de Ciencias Médicas de la Universidad San Carlos de Guatemala. Actualmente nos
encontramos investigando sobre la enfermedad que ta tienes que es fibrosis quistica, la cual
es la que causa que a veces tengas mucha tos, tengas que tomar medicamentos y no logres
subir de peso, sabemos que este problema es causado por algo que hay en tu sangre que es
heredado por papi y mami y esta investigacién nos ayudard a entender bien que es lo que

esta mal.

Te vamos a dar informacion acerca de nuestro estudio y la importancia que este tiene para ti.
Ta tienes la libertad de decidir si quieres participar o no, sin que esto afecte tus préximas citas
con tu doctor o doctora, ya le hemos pedido la autorizacion a tus padres o tutores quienes han
autorizado tu participacion y saben que ahora te estamos preguntando si quieres participar o

no, pero si tu deseas puedes hablar con ellos antes de aceptar.

Si aceptas patrticipar, tus padres o tutores no tienen que pagar nada, y si tienes una duda

puedes hacerla sin pena.

Estamos realizando este estudio en nifios como tu porque esto ayudara a los doctores que te
tratan a entender mejor tu enfermedad y poder brindarte en ocasiones un tratamiento mas

adecuado.

Si participas en nuestra investigacion, los pasos que vamos a realizar son los siguientes:
e Se colocaréa al paciente en decubito supino sobre una camilla.

e Se tomara una torunda pequefia de algodon.
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e Se le aplicara alcohol a la torunda de algodon.
e Se realizara asepsia con la torunda con alcohol en el pliegue del codo o dorso de la
mano del paciente de acuerdo al area donde se le realizara la puncion.
e Se esperara 30 segundos para que el area de puncion seque.
e Se tomara una muestra de 3 cc de sangre periférica venosa del pliegue del codo o
dorso de la mano del paciente utilizando una jeringa descartable de 3 cc con aguja
No. 22, por parte de los investigadores.
e Se procedera a rotular con un lapicero punto fino negro el tubo de edta K2 con el cédigo
correlativo correspondiente a cada sujeto de estudio, asignado por el investigador.
¢ Se introducira en el tubo de EDTA K2 la muestra obtenida durante la puncién.
¢Se almacenarad en una hielera de forma vertical y se transportard al Centro de
investigacion Biomédicas de la facultad de Ciencias Médicas, ubicada en 9na avenida zona
11, Guatemala, USAC.
e Se procede a analizar la muestra sanguinea por personal capacitado, el Dr. Gabriel

Silva Genetista Pediatra.

Yo entiendo que me han invitado a participar en esta investigacion donde estudiaran la
mutacion que presento, entiendo que les haran preguntas a mis padres o tutores y que me
tomaran una muestra de sangre de mi brazo. Sé que puedo elegir participar o no; he leido o
me han leido esta informacién y la entiendo, han respondido mis preguntas y sé que puedo
preguntar si tengo dudas en el futuro.

Acepto participar en la investigacion:

Nombre:

Firma o huella;

Fecha:
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Anexo 3: Boleta de recoleccion de datos

A Universidad San Carlos de Guatemala

Y TRICENTENARIA Facultad de Ciencias Médicas

Universidad de San Carios de Guabemala

CIENCIAS MEDICAS

BOLETA DE RECOLECCION DE DATOS

Codigo de boleta:

“CARACTERIZACION GENETICA, EPIDEMIOLOGICA Y CLINICA DE PACIENTES
PEDIATRICOS Y ADOLESCENTES CON FIBROSIS QUISTICA”

Estudio descriptivo transversal prospectivo en pacientes pediatricos y adolescentes con
diagnéstico de fibrosis quistica de los hospitales: General San Juan de Dios, Roosevelty
General de Enfermedades del Instituto Guatemalteco de Seguridad Social —-IGSS-, Liga del

Pulmén Guatemala

Datos Generales:

Nombre completo

Fecha

Seccion |: Caracteristicas epidemioldqgicas:

1. Sexo

M F

2. Edad:
3. Lugar de origen

Seccidn ll: Caracteristicas genéticas:

1. Mutacion genotipica:

2. Clasificacion del gen CFTR segun funcidn proteica:
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Seccidn lll: Caracteristicas clinicas:

6. Edad de diagnéstico:

7. Peso:

8. Talla:

9. IMC:

10. Estado nutricional:

Adecuado |:|

En riesgo potencia |:|

Desnutricion I:I

11. Colonizacién bacteriana:
Si No

12. Edad de colonizacion:

13. Microorganismo:

14. Dafio pulmonar

Si No

- Severidad segun escala de Brasfield:

Leve |:|
Moderado |:|
Severo |:|

15. Insuficiencia pancreatica:

SI NO

16. Prueba de CI en sudor:
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Anexo 4: Figuras

Figura 1: Primer equipo de test de sudor por iontoforesis de Gibson y Cooke traido por el
Dr. Luis Rosal Palomo, donado por el Dr. Abbas Mahmoodian del Children’s Hospital of
Pediatrics Harvar Medical School Boston Massachusetts, 1987.

EPN 123456 7

Figura 2: E: escalera de peso molecular; P: control positivo; N: control negativo; 1: IGSS1; 2:
IGSS2; 3: IGSS3; 4: IGSS4; 5: IGSS 5; 6: IGSS6; 7: IGSS7
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EPN123456 7

Figura 3: E: escalera de peso molecular; P: control positivo; N: control negativo; 1: IGSS9; 2:
IGSS10; 3: IGSS11; 4: IGSS12; 5: IGSS13; 6: IGSS14; 7: HGSJDD1

Figura 4: E: escalera de peso molecular; P: control positivo; N: control negativo;
1: HGSJDD2; 2: HGSJDD3; 3: HGSJDD4; 4: HGSJDD5; 5: HGSJDD®6; 6: HGSJDD7;
7: HGSJDD8
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PN 12 3456

PHOTO EDITOR

Figura 5: P: control positivo; N: control negativo; 1: HGSJDD9; 2: HR1; 3: HR2,;
4: HR3; 5: LP1; 6: LP2

EPN123 45

Figura 6: E: escalera de peso molecular; P: control positivo; N: control negativo;
1: LP3; 2: LP4; 3: LP5; 4: IGSS6; 5: IGSS8
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Anexo 5: Resultados de electroforesis capilar y secuenciacién para identificacion de

mutacion del gen CFTR.

Cadigo de paciente: LP 1

\CC) XBG1TY

(2] XZo11d

0L-6

1A10d

[459

14104

|8l

FENTIETT

/

[

& £

Z uojezuoyny
| uogezLOYNY |

/(e

o1eg

‘SjusIWo)

8 SAI

NEASS]77P PaTE]  vosmmucs

(01)J55vY

=== e
v+

P 1<Ol+129

(02) ©<V9c-2/2E

(22T OPPEGESE

__

(€) X

-PITIPPEYIT

(&) 128d

R4l IE )

\Le)HCST LA

gqqgqgqgg
v {1

(T-¥17 VIBP¥8IT

(GTT XOP8W

0 (€1) V<O1+8681

Y (02] O9901Td

0 (€)3589

(€] LIISPP6E

(7) XCCL A

gq
v

e ALOLIN

3 W) OZlld

(P) HL

2]

0 (C1)N

<OL-Z

ZT

O<VY!

9'l+L1

b

00S

05t 00% - 0ge 00€

0se 002 051 (o[o]3

T

P) VIePT

4

(€

¢)N1GZ

[ 1S

HApIm=usai9 Weiny=anig [

1Ad 1yis |

0¢) (V<D)XZ60T A

(€2] ISUIGOBE

|(21) NevsS|

(L1) 19P80&4

\Cl) XvSO

)\
(Z1) N6YSS
[}

PSS

\Z1) X0680

WITOPPLYEC

(¢l) 1095

(£2) XCBCTM

9) MO0 T

(1) 402SA

00S

i ‘

05t 00t 0se 00€

: ‘— 110
000

-000'y
[

F000'9
0sz 002 oSl 001

A Al A v-\—'\—“—\—v-c\—‘—\—\—
—
N
-
~]
>
(52
g

(8T IPP8Z0T

_ 1S

HApIm=usa19 Wenp=anig _

LAod 1S ]

(LT) VIPPZZOL

TOWPI0T+678E

12:8Y:/0 - 810Z/€2/80 :dwill Jioday

$G:GG:9L - 8102/22/80 <~ ¥¥'02:91L - 8102/22/80 :duwl dx3

(1) TeP805d

{1

(T TTTSPZ0ST

#1307 Answey) :si9ylo

:10jesadp

(B8] MvEtd

Q) I<OL+L1Z

/dOd 2n3 40 :ldued

papun :398loag

(B1) V<

OL+0C1

52|

(91) v<!

OG+68L

sisAleuy aAjesedwo)/SNYY :2dA) sisAjeuy

€'9°TN\ IDENBUY :3iemljos

s

) dZved

q oo g1 oo o g qogy—|{999

L (8) HZVEd

BSy'GS-vy-G1-22-80-8L02 ¥0O V 9/BSHSG-vp-GL-22-80-81L0Z 60V & 9 :oldweg

[ UonEmN

§

E‘—

SO1}2UaD}0S - Hoday sisAjeuy aAnesed WO /SN Y

83



JSI medical systems GmbH

Friedhofstr. 5

D-77971 Kippenheim

www.jsi-medisys.de

Ezoueucs
L | Pilot

o~
w
PZ ——

:g it

SEQUENCING REPORT

Patient: P-CF-Guatemala-6

Pat.-ID: CF-Guatemala-6 Family ID:

Order No: 182630002 (DNA No: CF-Guatemala-6) Sample Src: Project:
Assigned by: Date of assignment:
GENE: CFTR Mv: 20,9, 2048,
Gene-ID: ENSG00000001626
Transcript-ID: ENST00000003084
Result:
Index | Location | HGVS c. Nuc Change AA Name Web Ref Mut Effect
1 E11 c.1408G>A G -> A (homo) p.Val470Met rs213950 (Gene file| benign
2 E11 ¢.1521_1523delC |CTT (het) p.Phe508del rs113993960 (Gene
T
3 E12 c.1646G>A G -> A (het) p.Ser549Asn rs121908755 (Gene

2) c.1521_1523delCTT, CTT (het), p.Phe508del, rs113993960 (Gene file)
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3) ¢.1646G>A, G -> A (het), p.Ser549Asn, rs121908755 (Gene file)
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Codigo de paciente: HR 3
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JSI medical systems GmbH
Friedhofstr. 5
D-77971 Kippenheim

www.jsi-medisys.de

SEQUENCING REPORT

Patient: P-CF-Guatemala-7 Pat.-ID: CF-Guatemala-7 Family ID:
Order No: 182630003 (DNA No: CF-Guatemala-7) Sample Src: Project:
Assigned by: Date of assignment:

GENE: CFTR mv: £0.9. (b{ﬁ{
Gene-ID: ENSG00000001626

Transcript-ID: ENST00000003084

Result:

Index | Location | HGVS c. Nuc Change AA Name Web Ref Mut Effect

1 Et1 c.1408G>A G -> A (homo) p.Val470Met rs213950 (Gene file| benign

2 E11 ¢.1521_1523delC |CTT (het) p.Phe508del rs113993960 (Gene

L

2) ¢.1521_1523delCTT, CTT (het), p.Phe508del, rs113993960 (Gene file)

A T Cc T 1F T
CF7_CF_ex11F_B07_2018-09-19-08-33-00.ab1
Location: E11
\ 2 D Direction: forward
\ Abs: 278
/ X \
foA Y K T
132
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R S s e Y,
133 134 135 136 137 138 139 140 141

AT C g ik T G

| af
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CF7_CF_ex11R_B08_2018-09-19-08-33-00.ab1
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Cddigo de paciente: HR 2
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JSI medical systems GmbH
Friedhofstr. 5
D-77971 Kippenheim

www.jsi-medisys.de

SEQUENCING REPORT

Patient: P-CF-Guatemala-8 Pat.-ID: CF-Guatemala-8 Family ID:
Order No: 182630004 (DNA No: CF-Guatemala-8) Sample Src: Project:
Assigned by: Date of assignment:

GENE: CFTR Mv: 0.9, 204
Gene-ID: ENSG00000001626

Transcript-ID: ENST00000003084

Result:

Index | Location | HGVS c. Nuc Change AA Name Web Ref lMut Effect

1 E12 c.1646G>A G -> A (homo) p.Ser549Asn rs121908755 (Gene]

1) ¢.1646G>A, G -> A (homo), p.Ser549Asn, rs121908755 (Gene file)
A [¢] T G G
CF8_CF_ex12F_B09_2018-09-19-08-33-00.ab1
Location: E12
/ / / Direction: forward
Abs: 167

62

T

\ CF8_CF_ex12R_B10_2018-09-19-08-33-00.ab1
Location: E12
Direction: reverse
/ Abs: 200/ 166
,L

> CF8C cr—'ocF.x >

——F_—__

< cFscFex. <
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JSI medical systems GmbH seauence
Friedhofstr. 5
D-77971 Kippenheim

www.jsi-medisys.de

SEQUENCING REPORT

Patient: P-CF-Guatemala-9 Pat.-ID: CF-Guatemala-9 Family ID:
Order No: 182630005 (DNA No: CF-Guatemala-9) Sample Src: Project:
Assigned by: Date of assignment:

GENE: CFTR My: Zo. 9. A8
Gene-ID: ENSG00000001626

Transcript-1D: ENST00000003084

Result:

Index | Location | HGVS c. Nuc Change AA Name Web Ref IMut Effect

1 E12 c.1646G>A G -> A (homo) p.Ser549Asn rs121908755 (Gene|

1) ¢.1646G>A, G -> A (homo), p.Ser549Asn, rs121908755 (Gene file)

A (¢ T G A G T G G A G
P b CF9_CF_ex12F_C09_2018-09-19-08-33-00.ab1
'\ Location: E12
\ Direction: forward
/A Abs: 168
- (o) =5 G A A i G A (i
57 58 59 60 61 62 63 65 66 67
A G

A c T @ A G T 6 G
X
- / CF9_CF_ex12R_C10_2018-09-19-08-33-00.ab1
/ / Location: E12
/ Direction: reverse
// \ / Abs: 200/ 163
&= G TS o SR e Y e o e T g v
57 58 59 60 61 62 63 64 65

64

i

66 67

)

S QeRor e X
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JSI medical systems GmbH

Friedhofstr.

5

D-77971 Kippenheim

www.jsi-me

disys.de

'

'SEQUENCE
f Pilot

SEQUENCING REPORT

Patient: P-CF-Guatemala-10

Pat.-ID: CF-Guatemala-10 Family ID:

Order No: 182630001 (DNA No: CF-Guatemala-10) Sample Src: Project:
Assigned by: Date of assignment:

GENE: CFTR Mv: 20.9.20/€
Gene-ID: ENSG00000001626
Transcript-ID: ENST00000003084
Result:
Index | Location | HGVS c. Nuc Change AA Name Web Ref Mut Effect
1 E11 ¢.1408G>A G -> A (homo) p.Val470Met rs213950 (Gene file| benign
2 E11 ¢.1521_1523delC |CTT (het) p.Phe508del rs113993960 (Gene

TT

3 E12 c.1646G>A G -> A (het) p.Ser549Asn rs121908755 (Gene

2) c.1521_1523delCTT, CTT (het), p.Phe508del, rs113993960 (Gene file)

A T We e

CF10_CF_ex11F_C07_2018-09-19-08-33-00.ab1
/ i Location: E11
f \ A 1A \ 7\ A Rgecgglg: forward
/ \ / \ \ .

A e A R e T LAR O R ] S K Y A SRR M2 Y,

127 128 129 130 131 132 133 134 135 136 137 138 139 140 141

A A A A T A T € A Tie T ST.T G

N

119 120

A\

w

122 123 124 125

N
A Q/N |

126 127 128

129

W
130

131

CF10_CF_ex11R_C08_2018-09-19-08-33-00.ab1

Location: E11
| Direction: reverse
Abs: 316/ 183

C-

132 133

CF10_CF_ex12F_D09_2018-09-19-08-33-00.ab1

3) ¢.1646G>A, G -> A (het), p.Ser549Asn, rs121908755 (Gene file)
A o T G A G T G G A G
/ ) /\\ Location: E12
s / \\ ',r'/ \ = k! / \\ Direction: forward
"\/ \ / \ J A A \ J \ Abs: 168
TS (© i A R T G G A G
57 58 59 61 62 63 64 65 66 67
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JSI medical systems GmbH praysies Jsi
madical |
Friedhofstr. 5 g

D-77971 Kippenheim

www.jsi-medisys.de

SEQUENCING REPORT

Patient: P-CF-Guatemala-11 Pat.-ID: CF-Guatemala-11 Family ID:
Order No: 182630006 (DNA No: CF-Guatemala-11) Sample Src: Project:

Assigned by: Date of assignment:

GENE: CFTR Mv: Fo. 9. 20/?/{
Gene-ID: ENSG00000001626

Transcript-ID: ENST00000003084

Result:

Index | Location | HGVS c. Nuc Change AA Name Web Ref Mut Effect

1 E18 c.2909-92G>A G -> A (het) rs35050470 (Gene | benign

2 E18 c.2988+1G>A G -> A (het) rs75096551 (Gene {

2) ©.2988+1G>A, G -> A (het), , rs75096551 (Gene file)

C A G t
CF11_CF_ex18F_A11_2018-09-19-08-33-00.ab1
Location: E18
/ Direction: forward
o Abs: 327
G G T
78 79 80 +4 +5 +6
(o A G g t a t g t
, CF11_CF_ex18R_B11_2018-09-19-08-33-00.ab1
Location: E18
Direction: reverse
/ /\ / 5 Abs: 373/ 215
[ A== — — _NEA = - .
A G G T (er == ¥ A i A [e] A
76 77 78 79 80 +1 +2 +3 +4 +5 +6

> CF11_CF_ext8F A. >

< CF11_CF_extsR B.. <
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EQUENCE
Pilot

JSI medical systems GmbH
Friedhofstr. 5
D-77971 Kippenheim

k

www.jsi-medisys.de

SEQUENCING REPORT

Patient: P-CF-Guatemala-13 Pat.-ID: CF-Guatemala-13 Family ID:
Order No: 182630007 (DNA No: CF-Guatemala-13) Sample Src: Project:
Assigned by: Date of assignment:
GENE: CFTR Mmv: 0. 9. 2ol
Gene-ID: ENSG00000001626
Transcript-ID: ENST00000003084
Result:
Index | Location | HGVS c. Nuc Change AA Name Web Ref Mut Effect
1 E11 ¢.1521_1523delC |CTT (het) p.Phe508del rs113993960 (Gene
TT
2 E12 c.1646G>A G -> A (het) p.Ser549Asn rs121908755 (Gene

1)  ¢.1521_1523delCTT, CTT (het), p.Phe508del, rs113993960 (Gene file)

A i C T T C C
CF13_CF_ex11F_D07_2018-09-19-08-33-00.ab1
\ Location: E11
\ . Direction: forward
/\ /\ Abs:280
R Ao
e Y

127 128 129 130 131 132 133 134 135 136 137 138 139 140 141
A A A AT AT C A T C T i T G

CF13_CF_ex11R_D08_2018-09-19-08-33-00.ab1

w//\ A/\ \// \\/\/ \ /\ /\ =

7
119 120 121 122 123 124 125 126 127 128 29 130 13 132 133

2)  c.1646G>A, G -> A (het), p.Ser549Asn, rs121908755 (Gene file)

CF13_CF_ex12F_E09_2018-09-19-08-33-00.ab1
Location: E12

Direction: forward

Abs: 166
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JSI medical systems GmbH
Friedhofstr. 5
D-77971 Kippenheim

www.jsi-medisys.de

SEQUENCING REPORT

Patient: P-CF-Guatemala-15 Pat.-ID: CF-Guatemala-15 Family ID:
Order No: 182630008 (DNA No: CF-Guatemala-15) Sample Src: Project:
Assigned by: Date of assignment:

GENE: CFTR Mv: 20.9.204€,
Gene-ID: ENSG00000001626

Transcript-ID: ENST00000003084

Result:

Index | Location | HGVS c. Nuc Change AA Name Web Ref IMut Effect

1 E12 c.1624G>T G -> T (het) p.Gly542Ter rs113993959 (Genel

1)  ¢.1624G>T, G -> T (het), p.Gly542Ter, rs113993959 (Gene file)

T A
CF15_CF_ex12F_H09_2018-09-19-08-33-00.ab1
Location: E12
Direction: forward
4 \ Abs: 148
T G G A G A A

CF15_CF_ex12R_H10_2018-09-19-08-33-00.ab1
/ Location: E12
Direction: reverse
Ny \ \ Abs: 175/ 185
[} i Cc T o)
41 42 43 44 45

> cF15CFe.

< cFt6.CFe. <
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JSI medical systems GmbH ?EQUS:'OC'E

Friedhofstr. 5
D-77971 Kippenheim

www.jsi-medisys.de

SEQUENCING REPORT

Patient: P-CF-Guatemala-18 Pat.-ID: CF-Guatemala-18 Family ID:
Order No: 182630009 (DNA No: CF-Guatemala-18) Sample Src: Project:
Assigned by: Date of assignment:
GENE: CFTR Mv: 0.9 048
Gene-ID: ENSG00000001626
Transcript-ID: ENST00000003084
Result:
Index | Location | HGVS c. Nuc Change AA Name Web Ref Mut Effect
1 E11 c.1408G>A G -> A (homo) p.Val470Met rs213950 (Gene file| benign
2 E11 ¢.1521_1523delC |CTT (het) p.Phe508del rs113993960 (Gene
TT
3 E12 c.1646G>A G -> A (het) p.Ser549Asn rs121908755 (Gene

2) ¢.1521_1523delCTT, CTT (het), p.Phe508del, rs113993960 (Gene file)

CF18_CF_ex11F_E07_2018-09-19-08-33-00.ab1

T T
Location: E11
o, Direction: forward
/ \\ / \ /\ Abs:280

SRV L
A Al e K K T G K M Y
127 128 129 130 131 132 133 134 135 136 137 138 139 140 141

A A A AT AT C AT C T T T @
CF18_CF_ex11R_E08_2018-09-19-08-33-00.ab1

/ [ / \ \ \ t ! /'{\“\ Location: E11
/K A : go' b il Direction: reverse
/ /\\ / '\ /r/ \ i \ / \ \/ \ Abs: 314/ 184
T 1Y ST W e CIe TA B W TALC

T
19 120 21 122 123 124 125 126 127 128 129 130 131 132 133

—

3) c.1646G>A, G -> A (het), p.Ser549Asn, rs121908755 (Gene file)

A Cc T G A G T G G A G

, /’1 \ CF18_CF_ex12F_F09_2018-09-19-08-33-00.ab1
) A / \ \ Location: E12
/ / \ / \ / \ Direction: forward
/ \ [\ NN Foy Abs: 167
wl \ B . & I \ N \
A (0] T G A R 3 G G A G
57 58 59 60 61 62 63 64 65 66 67
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JSI medical systems GmbH
Friedhofstr. 5
D-77971 Kippenheim

www.jsi-medisys.de

SEQUENCING REPORT

Patient: P-CF-Guatemala-24 Pat.-ID: CF-Guatemala-24 Family I1D:
Order No: 182630010 (DNA No: CF-Guatemala-24) Sample Src: Project:
Assigned by: Date of assignment:

GENE: CFTR MV: 2B, 9. FoAP
Gene-ID: ENSG00000001626

Transcript-ID: ENST00000003084

Result:

Index | Location | HGVS c. Nuc Change AA Name Web Ref Mut Effect

i) E11 c.1408G>A G -> A (homo) p.Vald70Met rs213950 (Gene file| benign

2 E11 c.1521_1523delC |CTT (het) p.Phe508del rs113993960 (Gene

e

2) ¢.1521_1523delCTT, CTT (het), p.Phe508del, rs113993960 (Gene file)

A T Cc T T o G G T G T T o B C [oF

CF24_CF_ex11F_F07_2018-09-19-08-33-00.ab1

Location: E11
Direction: forward
Abs: 278
(ER AT BAT R ?"?"E"K"T"?"YYTMY
127 128 129 130 131 132 133 134 135 136 137 138 139 140 141
A A T T Lo G
CF24_CF_ex11R_F08_2018-09-19-08-33-00.ab1
Location: E11
Direction: reverse
\ / Abs: 314/ 185
; 119 120 12 122 123 124 125 126 127 128 130

" GF24_GF_oxt1R_F08 20.. <
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JSI medical systems GmbH
Friedhofstr. 5
D-77971 Kippenheim

www.jsi-medisys.de

B SEQUENCING REPORT

Patient: P-CF-Guatemala-28 Pat.-ID: CF-Guatemala-28 Family ID:
Order No: 182630011 (DNA No: CF-Guatemala-28) Sample Src: Project:
Assigned by: Date of assignment:

GENE: CFTR MV: 0. 9. CoL€
Gene-ID: ENSG00000001626

Transcript-ID: ENST00000003084

Result:

Index | Location | HGVS c. Nuc Change AA Name Web Ref Mut Effect

1 E11 c.1408G>A G -> A (het) p.Val470Met rs213950 (Gene file| benign

2 E11 c.1521_1523delC |CTT (het) p.Phe508del rs113993960 (Gene

a1

2) ¢.1521_1523delCTT, CTT (het), p.Phe508del, rs1 13993960 (Gene file)

A B C T il o G G T G T b 5 T C C

CF28_CF_ex11F_G07_2018-09-19-08-33-00.ab1

Location: E11
A\ A /\\ Direction: forward
\ \ : 27
f \ / _\ f \ } \\ \ : /\ /\ Abs: 276
A SEEE AT 3 T G K Ik KRSV, Y A %
127 128 129 130 131 132 133 134 135 136 137 138 139 140 141
A A A A T A T C A T C 0 P T G
CF28_CF_ex11R_G08_2018-09-19-08-33-00.ab1
5 X Location: E11
? \ . \ \ Direction: reverse
\ Abs: 1
\ /\ ) / \ K / /\/ \/ \/ |\ Abs:3is/ies
P 3E Yz T W i w R T A G w A A C
119 120 121 122 123 124 125 126 127 128 129 130 131 132 133
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JSI medical systems GmbH [ ptLh

Friedhofstr. 5
D-77971 Kippenheim

www.jsi-medisys.de

SEQUENCING REPORT

Patient: P-CF-Guatemala-31 Pat.-ID: CF-Guatemala-31 Family ID:
Order No: 182630012 (DNA No: CF-Guatemala-31) Sample Src: Project:
Assigned by: Date of assignment:
GENE: CFTR MV: 0.9 . CoAL
Gene-ID: ENSG00000001626
Transcript-ID: ENST00000003084
Result:
Index | Location | HGVS c. Nuc Change AA Name Web Ref Mut Effect
1 E11 c.1408G>A G -> A (homo) p.Val470Met rs213950 (Gene file| benign
2 E11 c.1521_1523delC |CTT (het) p.Phe508del rs113993960 (Gene
TT
3 E12 c.1646G>A G -> A (het) p.Ser549Asn rs121908755 (Gene

2) ¢.1521_1523delCTT, CTT (het), p.Phe508del, rs113993960 (Gene file)

CF31_CF_ex11F_H07_2018-09-19-08-33-00.ab1
Location: E11
5 Direction: forward

Abs: 278

/"\
TR T R TR T Y
127 128 129 130 131 132 433 134 135 136 137 138 139 140 141
A A A A T A T c A T o T i T G

AR

/ CF31_CF_ex11R_H08_2018-09-19-08-33-00.ab1
121 122 123

Location: E11
Direction: reverse
. \, / \ Abs: 314 / 184

Mo aA G
125 126 127 128 129 130 131 132 1

3) ¢.1646G>A, G -> A (het), p.Ser549Asn, rs121908755 (Gene file)

CF31_CF_ex12F_G09_2018-09-19-08-33-00.ab1
Location: E12

Direction: forward

Abs: 168
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Anexo 6: analisis estadistico

Tabla 11.6.1 medidas de tendencia central
para edad de pacientes N=38

Medidas de tendencia central

Media 8.59
Mediana 8
Moda 230
DE 5.03
Tabla 11.6.2 Clase de mutacion del gen CFTR segun funcién proteica N=38
) %
Clase f % % valido °
acumulado
1 8 21.1 21.1 28.9
"1 5 13.2 13.2 42.1
11 4 10.5 10.5 52.6
no detectado 18 47 .4 47.4 100.0
Total 38 100.0 100.0

Tabla 11.6.3 medidas de tendencia central
para edad de diagnéstico de pacientes N=38

Medidas de tendencia central

Media 2.21
Mediana 0.70
Moda 0.20
DE 3.12
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Tabla 11.6.4 medidas de tendencia central
para edad de colonizacion de pacientes N=38

Medidas de tendencia central

Media 2.21
Mediana 1
Moda 1

DE 2.90

Tabla 11.6.5 resultado de las muestras procesadas por

el kit Elucigene® CF-EU2v1 N=16
Condicién de las muestras f %
Identificadas 12 75
No identificadas 4 25
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