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1. INTRODUCCION

La Fibrosis Quistica (FQ) es una enfermedad sistémica de curso severo, con
herencia autosémica recesiva. Es causada por mutaciones en el gen Regulador de
la Conductancia Transmembrana de Fibrosis Quistica (CFTR, por sus siglas en
inglés: Cystic Fibrosis Transmembrane Regulator) el cual fue identificado en 1989
(Kerem y cols 1989). Hasta la fecha se han identificado mas de 1.800 mutaciones
de este gen, con repercusiones funcionales de severidad variable. Se caracteriza
por una triada clasica de enfermedad pulmonar obstructiva cronica, alteracion de
la porcidon exocrina del pancreas y elevacion de los electrolitos en sudor. La
incidencia de la enfermedad es variable, siendo mayor en la poblacién caucasica,
donde en promedio afecta 1 de cada 2.500 Recién Nacidos Vivos (RNV), mientras
que en poblaciones de afrodescendientes es en promedio de 1:15.000-20.000
RNV. Para Latinoamerica se han reportado datos de incidencia solo para cuatro

poblaciones con valores que oscilan entre 1:3.862 y 1:8.000-9.000 RNV.

A pesar de que en Colombia no se tiene un dato real de la incidencia de FQ,
estudios previos realizados con nuestro grupo, indican un valor estimado de 1 en
5.025 RNV. Aun asi, los registros nacionales de las asociaciones de FQ solo
reportan hasta la fecha, cerca de 500 pacientes diagnosticados, lo cual indica un
claro subdiagnostico sumado a un diagnadstico inicial tardio.
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El tamizaje neonatal ofrece la posibilidad de detectar recién nacidos en riesgo de
ser afectados por enfermedades como la FQ, con el objetivo de iniciar el
tratamiento antes de la aparicion de las complicaciones inherentes y mejorar la
calidad de vida y sobrevida de los afectados. A nivel mundial varios paises han
instaurado programas de cribado para FQ, lo que ha permitido conocer la
incidencia real, ofrecer asesoramiento genético a las familias e instaurar

tratamientos tempranos.

En Colombia solo se realiza tamizaje para hipotiroidismo congénito en muestras
de sangre de cordén umbilical. Es determinante sin embargo, incluir en este
programa nacional otras enfermedades que cumplan los criterios establecidos
para tal fin. La decision de la inclusién de nuevas entidades debe estar soportada
por estudios piloto que demuestren su impacto en la salud publica. El presente
trabajo es una extension de investigaciones previas realizadas por el grupo, que
han indicado de manera indirecta que la FQ es frecuente y pretende en una
muestra de recién nacidos de la ciudad de Bogota establecer el niumero de
afectados por esta entidad. Ademas, busca dar herramientas para que los

organismos estatales definan la pertinencia del tamizaje neonatal para FQ.



2. DESCRIPCION DEL PROBLEMA

La FQ es la enfermedad autosdmica recesiva letal mas comdn en caucdsicos, con
una incidencia promedio a nivel mundial de 1 en 3.500 Recién Nacidos Vivos. En
nuestro pais no se conocen datos acerca de la incidencia real de la enfermedad.
Estudios previos realizados por el grupo de la Universidad del Rosario han
estimado una relativamente alta incidencia de FQ en la poblacién colombiana, que
ameritaria su inclusiéon en un programa el Tamizaje Neonatal nacional para esta
entidad. La implementacion del Tamizaje Neonatal para FQ en otras poblaciones a
nivel mundial ha demostrado que el diagnostico temprano de la enfermedad
cambia la historia natural de la misma y mejora los indicadores de morbilidad y
mortalidad (Sims y cols. 2007). Por esta razén, el presente estudio busca
establecer, cual es la incidencia de FQ en una muestra de la ciudad de Bogota,
como un primer paso en la evaluacién de la utilidad de la implementacién de

Tamizaje Neonatal para FQ en Colombia.



3. JUSTIFICACION

La FQ es una enfermedad hereditaria, autosémica recesiva, cuya incidencia es
poblacion especifica (Mogayzel y cols. 2009). En los paises de Europa occidental,
la incidencia varia entre 1/ 2.000 y 1/3.500 Recién Nacidos Vivos (RNV) (Bobadilla
y cols. 2000). En Latinoamérica las incidencias varian segun la conformacién
étnica de las mismas, siendo en Argentina 1: 5.600 Recién Nacidos Vivos (RNV)
en Brasil 1: 7.576 RNV (Raskin y cols 2008), en Cuba 1: 3.862 (Collazo y cols.

1995) y en México 1:8.500 (Orozco y cols. 2000).

La fibrosis quistica ha sido objeto de tamizaje desde hace mas de 25 afios en
paises de Europa (Southern y cols 2007), demostrandose disminucién en la
morbilidad y mortalidad temprana, mejoria en el crecimiento y prevencién de déficit
de vitaminas en la infancia, asi como mejor funcionamiento pulmonar a largo plazo

(Sourthern y cols 2009).

Existen diferentes protocolos de tamizaje neonatal de FQ, tales como: TIR/TIR
(Hammond y cols 1991), TIR/TIR/DNA (Gregg Yy cols 1993 y 1997), TIR/DNA/TIR,
TIR/proteinas en meconio/TIR, TIR/electrolitos en sudor y TIR/DNA (p.Phe508del),
la estrategia depende de las mutaciones y recursos economicos de cada

poblacion (Wilcken y cols 2007).



A pesar de que en Colombia no se conoce la incidencia real de FQ, los estudios
realizados por el grupo de investigaciéon de la Universidad del Rosario han
demostrado que en este pais la frecuencia de portadores de la mutacion
p.Phe508del es de 1:89 (Mateus y cols. 2007). Este estudio se realizd en las
diferentes regiones geogréficas del pais, a partir del cual se calcula una incidencia
aproximada de la enfermedad de 1:5.025 Recién Nacidos Vivos (Mateus, 2010.
Datos no publicados). Si este dato refleja la realidad colombiana la tasa de sub-
diagnoéstico de la entidad seria extremadamente alta, teniendo en cuenta que
hasta la fecha solo hay descritos cerca de 500 casos. Adicionalmente, estos

pacientes son diagnosticados tardiamente (38 meses) (Mateus, 2005)

Los paciente diagnosticados mediante el tamizaje neonatal, han demostrado un
aumento en la sobrevida, mejoria en el estado nutricional y preservacion de la
funcién pulmonar (Monestrol, 2011; Sims, 2007). Asi como una disminucién a
largo plazo de la incidencia de la enfermedad (Dankert-Roelse, 2005, Hale y cols.
2008), lo cual ha llevado a que se realice de manera obligatoria en Estados unidos
y en gran parte de Europa. En Latinoamérica existe tamizaje en Argentina, México

y Brasil.

Teniendo en cuenta estos antecedentes, el presente trabajo pretende responder la

pregunta:

¢La frecuencia de Fibrosis Quistica en Bogota justifica la inclusion de esta
enfermedad en un programa de Tamizaje Neonatal? Y ¢Cual seria la mejor

estrategia para el Tamizaje de FQ?



4. OBJETIVOS

e GENERAL:
Determinar la incidencia de afectados por Fibrosis Quistica en una muestra
de recién nacidos de la ciudad de Bogota.

e ESPECIFICOS:

o Determinar los puntos de corte normales para tripsina inmunorreactiva a
partir del analisis de muestras de sangre de cordon umbilical en papel
de filtro y evaluadas mediante el ensayo inmunoenzimatico descrito en
el Kit Neonatal IRT ELISA Bioclone®.

o Comparar las estrategias de tamizaje neonatal para FQ, basadas en
TIR/TIR, TIR/DNA, TIR/DNA/TIR.

o Analizar el impacto de variables de morbilidad y mortalidad tales como
bajo peso al nacer, prematurez o necesidad de transfusién sanguinea
como factores de confusién en el analisis de los niveles sanguineos de
TIR en los neonatos.

o Determinar el nimero de neonatos afectados por Fibrosis Quistica en la
muestra analizada.

o Generar un protocolo que permita la implementacion del Programa de
Tamizaje Genético Neonatal para Fibrosis Quistica en Colombia,
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o Comparar los resultados de incidencia para la muestra analizada con
otras poblaciones a nivel mundial.

o Ofrecer a los padres de los nifios diagnosticados con Fibrosis Quistica
asesoramiento genético encaminado al conocimiento de su riesgo en
futuros embarazos y la orientacion pertinente para que, a través de su
Entidad Promotora de Salud, pueda ser incluido en un tratamiento
multidisciplinar para FQ.

o Realizar las recomendaciones pertinentes ante entes gubernamentales
sobre la inclusion de Fibrosis Quistica en los programas de Tamizaje
Genético Neonatal masivo que busquen mejorar la calidad de vida de
los afectados y sus familias, reduciendo el impacto econdmico generado
para el Sistema General de Seguridad Social el diagnostico tardio de

una persona afectada.
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5. MARCO TEORICO

5.1 HISTORIA
La historia de la Fibrosis Quistica (FQ) podria ser tan antigua como la historia de

las civilizaciones. Existen leyendas de paises como Suiza y Austria que datan de
la edad media, acerca de nifios “embrujados” a quienes se les reconocia por dejar
un sabor salado en los labios de quien les besaba la frente (Wilcken y cols 2003).
Ese nifio moriria pronto. Pero los primeros escritos formales son de 1595 cuando
Peter Pauw, profesor de anatomia y botanica de la Universidad holandesa de
Leiden, realiz6 una autopsia en una nifia de 11 afios, a quien su familia creia
“‘embrujada” y encontrd lesiones en el parénquima pancreatico. Posteriormente, en
1606, Alonso y de los Ruyzes de Fonteca, un profesor de medicina en Henares,
Espafia, describié en un escrito que estos nifios dejaban un gusto salado en los
dedos al frotarles con ellos la frente (Ruyzes de Fonteca 1606). Luego en 1905,
casi trescientos afios mas tarde, describio el ileo meconial, relacionandolo con
insuficiencia pancreatica exocrina (Landsteiner 1905). Fanconi, por su parte,
empieza a denominar a la enfermedad: “fibromatosis quistica con bronquiectasias”
treinta aflos después (Fanconi y cols 1936), y concluyé que se trataba de una
entidad diferente a la enfermedad celiaca, y casi simultaneamente, en 1938,
Dorothy Andersen (Andersen 1938, Southern y cols. 2004; Kreindler, 2010), hizo

una descripcion minuciosa, con las caracteristicas clinicas, anatomopatoldgicas y
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epidemiologicas y le dio el nombre de Fibrosis Quistica del Pancreas (Davis 2006).
Posteriormente, Farber, en 1945, acufié el término Mucoviscidosis, porque sus
observaciones lo llevaron a concluir que la causa de la enfermedad tenia que ver
con un generalizado estado de espesamiento de las secreciones (Davis 2006).
Estas descripciones dejan en evidencia el limitado conocimiento de la patologia en
ese momento, y desviaron la atencion de los investigadores a estudiar las
anormalidades del moco. Sin embargo un afio mas tarde, en un esfuerzo conjunto
Hodges y Andersen presentaron la primera evidencia de que este sindrome era de
origen genético, con un patrén de herencia autosémico recesivo, corroborado mas
tarde por Lowe y cols. (1949), quien no solo confirmé el patron de herencia
autosémico recesivo, sino que postulé que debia tratarse de una enfermedad
monogénica (Rowe y cols. 2005). En 1948, la ola de calor ocurrida en Nueva York,
re-direcciond el estudio de la patologia de la enfermedad. Un pediatra, Paul di
Sant’Agnese, del Hospital de Columbia, observé que los nifios mas afectados por
postracion, tenian la condicién descrita en el siglo XVI, como “nifios salados”, y
postul6 un desorden electrolitico (di Sant'Agnese 1953). Tomé algunos afios
captar la atencion de la comunidad cientifica, puesto que di Sant Agnese lo
publicé en 1953, y solo fue hasta 1959 que Gibson y Cooke (Gibson-Cooke 1959,
Davis 2006), estandarizaron la técnica para medir electrolitos en sudor, que sigue
siendo en la actualidad el pilar del diagnostico de FQ. Mientras esto se estaba
gestando, ya por 1955 se empiezan a crear centros de tratamiento de la condicion,
donde se definieron tres pilares de tratamiento: mejoramiento del estado
nutricional, limpieza de vias aéreas y tratamiento de la infeccion pulmonar. La

década de los 50 fue la que establecio los pilares del diagndstico y tratamiento de
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esta entidad (Quinton 1999). En la actualidad tanto uno como otro siguen

basandose en estos principios.

Los primeros esfuerzos por diagnosticar la enfermedad en el periodo neonatal
datan de 1958, cuando se not6 que los niveles de albumina en el meconio de los
nifios de ileo meconial estaban elevados. En 1975 se empieza a utilizar un test
cromatografico llamado Boehringer Mannheim (BM) test strip (Stephan y cols
1975). Sin embargo, la baja sensibilidad y especificidad de esta prueba ademés
de los problemas técnicos en la recoleccion del meconio y su adecuada
refrigeracion a 4°C hasta que pudiera ser analizada, asi como la imposibilidad de
recoger una nueva muestra para corroborar los resultados, no permitié que fuera

usada como protocolo para tamizaje de FQ.

Una segunda alternativa fue la medicién de tripsina en las heces. La recoleccion
de la primera muestra se llevaba a cabo al quinto dia del nacimiento y si era
positiva era necesario tomar una segunda muestra. La recoleccion se hacia en
papel de filtro, para luego enviarlo al laboratorio donde se haria el analisis. A pesar
de ser un método técnicamente simple y ser de bajo costo, ha probado no ser

efectivo en afectados suficientes pancreaticos.

En 1979, Crossley y cols. En Nueva Zelanda, demostro el incremento en plasma
de Tripsindgeno Inmunorreactivo (TIR, por sus siglas en inglés, Immunorreactive
Trypsinogen). El usé un método de radioinmunoensayo con anticuerpos
policlonales para medir TIR a partir de gotas de sangre seca en tarjetas de Guthrie

(Sontag y cols 2006). Este método se mejoré posteriormente con la introduccion
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de un ensayo inmunoenzimatico con anticuerpos monoclonales, realizado en
placas de ELISA, lo cual mejoré la sensibilidad y acorté el tiempo de
procesamiento (Bowling y cols 1987). Puesto que este método permite la
universalizacion del tamizaje en neonatos, constituye la base de los protocolos

desde entonces.

Teniendo entonces una primera herramienta de tamizaje, que podia detectar
individuos en riesgo de desarrollar la enfermedad con adecuada sensibilidad, y un
test de electrolitos en sudor que permitia comprobar el diagnéstico sospechado,
era necesario seguir trabajando en el entendimiento de las bases moleculares y
fisiopatologicas de la enfermedad. Fue asi como investigadores de diferentes
ramas lucharon durante los afios 1960 y 1970°s para unificar la gran rama de
sintomas desarrollados y las diferentes vias que parecia seguir la enfermedad
basados primariamente en observaciones empiricas, con resultados confusos y
practicamente ninguna guia. No se conocia el producto génico, pero se sabia que
la impermeabilidad al Cloro estaba comprometida, y se asumia que el gen mutado
debia estar expresandose en la glandula sudoripara. La alternativa era el
posicionamiento clonal. Eiberg y cols. observaron que una paroxonasa polimérfica
del suero se heredaba ligada al gen de FQ, y en el mismo afio Tsuiy cols. usaron
un marcador RFLP (por sus siglas en inglés: Restriction Fragment Linked
Polymorphism) para localizar el gen en el brazo largo del cromosoma 7 (Tsui y
cols 1985). Después de esto todos los esfuerzos lograron reducir el segmento a 1-
2 x 10° pares de bases usando RFLP's. Entonces el grupo de Williamson en

Londres y el de Tsui en Toronto entraron en una carrera por encontrarlo,
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terminando en una trilogia de articulos publicados simultaneamente en 1989 por el
grupo de Toronto (Rommens y cols 1989, Kerem y cols 1989 y Riordan y cols
1989). El gen se expresaba predominantemente en los 6rganos afectados por la
enfermedad, incluyendo células de la glandula sudoripara. EI cDNA hibridado de
las secuencias génicas candidatas del locus de FQ fueron aisladas de librerias
construidas a partir de mRNA de glandula sudoripara de personas afectadas y
sanas. Al hacer la comparacion del cDNA parcial de ambas fuentes se encontro la
ausencia de tres nucledtidos en los afectados, aun antes de que la totalidad de la
secuencia se hubiese obtenido y al notar que el 70% de los cromosomas de
personas afectadas analizadas tenian el defecto, les indicé a los investigadores
que estaban ante el gen correcto. La proteina fue llamada CFTR, pues sugirieron
que podria no ser un canal de Cloro Unicamente, sino un regulador de la actividad

del canal de Cloro (Riordan y cols 1989, Schwiebert y cols 1999).

Desde entonces y hasta la actualidad se han reportado mas de 1.800 mutaciones

a lo largo del gen (http://www.genet.sickkids.on.ca/cftr/StatisticsPage.html) y se

han clasificado dependiendo del tipo de mutacion y de la manera como esta afecta
la produccién, trafico, activacion y funcién de la proteina (Rowe y cols 2005), en un
esfuerzo por entender la asociacion genotipo-fenotipo de las mismas, que parece
no ser directa, especialmente en cuanto a la disfuncion pulmonar se refiere
(Zielenski 2000, de Gracia y cols 2005). Las manifestaciones de fibrosis quistica
pueden ser muy diferentes entre pacientes, aun entre hermanos con el mismo

genotipo. Las funciones de la proteina CFTR van mas alla del transporte del cloro
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y se ha aceptado la existencia de polimorfismos y genes modificadores, objetos de
estudio por parte de la comunidad cientifica (Ott y cols 2009).

5.2 INCIDENCIA

La FQ es una enfermedad de distribucion mundial, cuya incidencia y tasa de
portadores varia segun la poblacion y grupo étnico analizado, asi como el tipo de
mutacion predominante (Dawson y cols 2000, Alonso y cols 2007). La distribucion
por género es igual. Se conoce que en caucdsicos provenientes de Europa,
Estados Unidos y Canada tiene un rango de 1 en 2.000 a 1 en 3.000 con
frecuencia de portadores de hasta 1 en 26 (Mogayzel y cols. 2009). En Afro-
americanos la incidencia es 1 en 15.000 y en poblacién asiatica proveniente de
Hawaii es 1 en 89.000. Algunas poblaciones, sin embargo, tienen frecuencias
mucho mas elevadas como consecuencia de deriva génica y/o efecto fundador

(Bobadilla y cols. 2002)

En Latinoamérica es dificil hablar de un valor preciso que defina la incidencia.
Latinoamérica y el Caribe son el resultado de una gran migracion y por lo tanto de
mezcla racial sus ultimos 500 afios de historia, con una fuerte herencia amerindia
mezclada con europeos provenientes de Espafa y Portugal, principalmente, pero
también Italianos, Alemanes, Franceses, Ingleses, medio y cercano Este y Judios
Centro-europeos, asi como Afro-descendientes (principalmente en Colombia,
Cuba y Brasil) (Durand y cols. 2010). Esto podria explicar resultados tan disimiles
como 1 en 3.862 afectados en Cuba vrs. 1 en 8.500 en México (Collazo y cols
1995; Orozco y cols. 2000). Por otro lado, estudios provenientes de Estados

Unidos han aportado resultados que no son confiables, puesto que ponen en un
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mismo grupo todas las personas de origen centro y suramericano como “Latinos”,
restandole importancia a lo expuesto anteriormente e invalidando las frecuencias
reportadas por ellos (Sugarman y cols. 2004). Adem&s hay un sub-registro de
personas que viven en los Estados Unidos habiendo ingresado de manera ilegal al
pais y que provienen de paises latinoamericanos, entre otros

(pewhispanic.org/files/reports/46.pdf).

En Colombia, la creencia arraigada en los profesionales de la salud de que esta
entidad es propia de Europeos y descendientes caucasicos, ha llevado a que no
sea sospechada con el consecuente sub-diagnéstico y ha evitado que se genere
mas interés en la caracterizacion de FQ en estos paises, con la complacencia de
los gobiernos, poco interesados en implementar y/o ampliar politicas de tamizaje y

prevencion de enfermedades.

Recientemente, el grupo de la Universidad del Rosario (Mateus, 2010. Datos no
publicados), realizé un andlisis de portadores de p.Phe508del diferentes regiones

del pais, divididas de la siguiente forma:

e Regidn centro-occidente: departamentos de Antioquia, Caldas y Quindio

e Region centro—-oriente: Bogota, Cundinamarca, Boyaca, Tolima vy
Santander

e Regidn costa norte: Bolivar, Atlantico y Magdalena

e Regidn del sur-occidente a Valle, Huila y Narifio

e Region sur-oriente con Meta, Casanare y Guaviare
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En este andlisis, la region Centro Oriente que incluye la ciudad de Bogota y los
departamento de Boyacd, Cundinamarca, Tolima y Santander se reporta la mas
alta tasa de portadores para el pais, siendo esta de 1 de cada 58 personas
(Mateus, 2010. Datos no publicados). La comparacién con estudios previos
realizados en Colombia en los cuales se analizaban un menor numero de
personas (N=130 y 486) no indicaron diferencia en la frecuencia de portadores
(Keyeux y cols 2003).

5.3 EL GEN CFTR

El gen CFTR tiene una longitud de 250kb aproximadamente. Se localiza en el
brazo largo del cromosoma 7, posicién 7g31.2, con una longitud de 180.000 pares
de bases y tiene 27 exones codificantes (Ntimbane y cols. 2008) La Figura 1 es

una representacion de su localizacion en el cromosoma.
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Figura 1. Localizacion del gen CFTR en el cromosoma 7. Tomado de
http://www.genet.sickkids.on.ca/cftr/.html).

Los tamafios de los exones varian entre 38 y 724 pb (Cystic Fibrosis Mutation
Database 2010). El gen se expresa primariamente, aunque no exclusivamente en
células epiteliales especializadas (Ott y cols., O"Sullivan y cols. 2009). Ademas se
evidencia una alta regulacion de su expresion, tanto temporalmente durante el
desarrollo, como espacialmente en diferentes tipos de tejidos. ElI promotor de
CFTR se asemeja a los de los genes Housekeeping, puesto que es una zona rica
en CpG y no contiene caja TATA, ademas, tiene multiples sitios de inicio de
transcripcion y muchos sitios putativos de unién para el factor de transcripcién SP1
(por sus siglas en inglés Specificity Protein 1) (Ntimbane y cols. 2008, Kreindler,

2010). Sin embargo, no se comporta como los genes de este tipo.
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5.3.1 LA PROTEINA CFTR

La transcripcion del gen da lugar a un RNAm de 6,5 kb, que traduce una cadena
de 1480 residuos polipeptidicos, con un peso molecular de 180 kDa. Se ha
hipotetizado una estructura que ubica a la proteina CFTR en la familia ATP-
binding cassette (ABC) también conocida como ATPasa de trafico, las cuales usan
energia de la hidrdlisis del ATP para bombear sustratos de manera activa a través
de la membrana celular (Gadsby y cols. 2006). Como es caracteristico de esta
familia, el CFTR contiene 7 dominios: Dos dominios citoplasmicos amino y carboxi
terminal, dos dominios transmembrana hidrofébicos (cada uno con 6 segmentos
alfa hélice denominados TM1 a TM12), 2 dominios de unién a nucleétido (NBD1 y
NBD2) y un dominio regulatorio R que une las dos mitades del polipéptido
(Riordan y cols 1989, Kreindler 2010). Los dominios transmembrana forman el
poro mientras que la fosforilacion del dominio regulador es la que determina la
actividad del canal y la hidrdlisis del ATP por parte de los dominios de unién a
nucledtido controlan la apertura del canal (Ntimbane, 2008). Aln no se ha logrado
un modelo de cristalizacién de la proteina, excepto la estructura del dominio NBD1
(Lewis y cols. 2005). Existen, sin embargo, modelamientos homélogos basados en
estructuras cristalizadas de transportadores tipo ABC bacterianos (Serohijos y
cols. 2008). El 77% de la proteina es citoplasmatica, el 19% esta representado por

dominios transmembrana y el 4% son loops extracelulares. (Figura. 2)
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Figura 2. Tomado de NEJM 2005, 352; 19. Estructura hipotética de la proteina CFTR.

La proteina CFTR es sintetizada y alcanza el Reticulo Endoplasmico (ER por sus
siglas en inglés Endoplasmic Reticulum), como un precursor glicosilado (core-
glycosilated) inmaduro de 140 kDa. Este se asocia en el citoplasma con la
proteina de shock térmico (70 kDa) y con la proteina de unién a Ca++ calnexina
(90kDa), dos chaperonas moleculares que la asisten en su plegamiento y
previenen su agregacion antes de completar la maduracion en el aparato de Golgi

cuando alcanza la forma estable de 160 kDa (Turnbull y cols. 2007).

El canal CFTR es anion selectivo. En orden descendente tiene permeabilidad
selectiva a Br =2 CI" > I' > F* (Bear y cols 1992). Igualmente puede transportar
HCOg3 (Briel y cols. 1998). Para permitir el paso de iones se requiere fosforilacion
del canal por Protein Kinasa A y C dependientes de AMPc (Cheng y cols 1991)
principalmente, asi como en presencia de ATP (Anderson y cols 1991), que al
fosforilar el dominio R permite la apertura del canal. El canal vuelve a su estado

basal al ser defosforilado por Protein Fosfatasas (Mogayzel y cols. 2009).
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5.3.2 MUTACIONES EN EL GEN CFTR

La primera mutacion identificada fue una delecion de 3 pares de bases en la
posicion 508, mé&s conocida como p.Phe508del (Riordan y cols. 1989,
Kammesheidt y cols. 2006). Esta mutacion es responsable de FQ por defectos en
el plegamiento del precursor polipeptidico de la proteina CFTR, la cual es
prematuramente degradada (Turnbull y cols. 2007; O"Sullivan y cols. 2009). Esta
es, ademas, la mutacion mas frecuente. Actualmente se han identificado mas de
1800 mutaciones, pero no se conocen todas las alteraciones funcionales (Cyr

2005). Basados en ese conocimiento se ha propuesto una clasificacién. Tabla 1.

Clase de Efecto en CFTR CFTR funcional
mutacion presente
Clase | No hay produccion de proteina No
Defecto del trafico de proteina con No/muy reducida
Clase Il ubiquitinacion y degradacion en

Reticulo Endoplasmico/aparato Golgi.

Regulacion defectuosa. No se activa No (en la membrana

Clase lll CFTR por ATP o AMPc. apical no hay proteina
funcionante)
Transporte de Cloruro a través de Si
Clase IV CFTR disminuida en la membrana
apical.
Clase V Defecto de splicing con produccion Si

disminuida de CFTR normal.

Tabla 1. Clasificacion de las mutaciones del gen CFTR por clases. Tomado y modificado de
O’ Sullivan 2009

En términos generales, las mutaciones mas frecuentemente encontradas son:
mutacion pérdida del sentido (missense) que corresponde al 42%, corrimiento del
marco de lectura (frameshift) con un 15%, splicing 12%, mutacién sin sentido

(nonsense) cerca del 10%, inserciones/deleciones dentro del marco de lectura 2%,
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grandes inserciones/deleciones 3%, mutacion del promotor 0,5% y variaciones de
secuencia que no se consideran causantes de patologia 15% de todos los alelos.
Las mutaciones de novo y la disomia uniparental del cromosoma 7 portador de

gen CFTR mutado son eventos excepcionales (Castellani y cols. 2008).

TIPO DE MUTACION FRECUENCIA %
Sin sentido (Missense) 41.15
Corrimiento del marco de | 16.27
lectura (Frameshif)t

Splicing 12.11
Sin sentido (Nonsense) 8.66
In frame in/del 2.03
Large in/del 2.63
Promotor 0.66
Variacion de frecuencia 13.75
Desconocidas 2.74

Tabla 2. Tipo de mutaciones segun su frecuencia. Tomado de Cystic Fibrosis Mutation
database, en noviembre de 2010.
(http://www.genet.sickkids.on.ca/cftr/StatisticsPage.html). Modificado y traducido al
espafiol.

5.3.3 DISTRIBUCION POBLACIONAL DE LAS MUTACIONES

Se presume que el alelo p.Phe508del tuvo un origen Unico hace mas de 52.000
afios, en una poblacion genéticamente distinta a la Europa actual y luego se
distribuyé gracias a expansiones a través del continente, razén por la cual existen
diferencias en las frecuencias entre las distintas poblaciones que conforman

Europa (Morral y cols. 1994).

Esta mutacion es un ejemplo de las mutaciones Clase II, donde el procesamiento
defectuoso da lugar a una proteina mal plegada, en parte debido a que los niveles

intracelulares de Ca++ estan aumentados y la asociacion de la proteina naciente
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con la calnexina se prolonga (O”Sullivan y cols. 2009, Kreindler 2010, Rowe y cols.
2005). Entre otras hipétesis, se plantea que por esta razon es retenida en el ER y
marcada para su degradacion por la maquinaria de degradacion del proteasoma.
El alelo p.Phe508del, es la mutacion mas comun para la mayoria de poblaciones
(70%), pero las frecuencias varian desde un maximo de 100% como en las islas
Faroe de Dinamarca, a un minimo de 24,5% en Turquia (Bobadilla y cols. 2002).
Existe un gradiente de distribuciébn de p.Phe508del, que va desde el Nor-
Occidente hacia el Sur-Este de Europa para esta mutacién (European Working
Group on CF Genetics, 1990). Europa Central, Norte, Occidente y Nor-Este
muestran alta homogeneidad de mutaciones causantes de FQ, teniendo como
promedio 10,2 mutaciones por pais, que corresponden al 78,9% del total de
cromosomas afectados. Esto se debe a la alta incidencia de p.Phe508del en estas
regiones. Las excepciones son Espafa, Bulgaria, Grecia y Turquia, los cuales son
paises costeros y por lo tanto han sido las puertas de entrada de migracién de
otros continentes a Europa y muestran una diferencia significativa con el resto de
regiones del continente, siendo una gran variedad de mutaciones (25,0) las
responsables del 84,0% de alelos afectados. Por lo tanto estos paises deben
considerar en protocolos de tamizaje neonatal que puedan detectar un amplio

rango de mutaciones.

p.Gly542X es mas comun en la region mediterranea (Bobadilla y cols. 2002),

teniendo su mayor prevalencia en el sur de Esparia y el norte de Africa.

En general, existen menos de 20 mutaciones a nivel mundial que alcancen

frecuencias superiores al 0,1%, con algunas excepciones en poblaciones
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especificas y debidas a efecto fundador en regiones aisladas por creencias
religiosas, politicas o geograficas. Por ejemplo, dentro de los judios Ashkenazi, la

mutacion mas frecuente es p.Trpl1282X.

El estudio de las mutaciones mas prevalentes para la region de Sur América ha
tenido menor consistencia en cuanto a la cantidad de estudios, los tamafios de
poblacion analizada y la falta de politicas de tamizaje neonatal para esta
enfermedad, por ser considerada de baja prevalencia. Si se divide a Sur América
en dos regiones arbitrarias tales como “Zona Montafosa” la cual incluye a
Colombia, Ecuador y Chile y “Zona Alta” que incluye Venezuela, Brasil y
Argentina (Bobadilla y cols, 2002), se evidencia una diferencia de frecuencia de
p.Phe508del estadisticamente significativa, siendo mas alta en las regiones altas
45,3% comparado con las regiones montafiosas 29,9% para esta mutacion. La
distribuciéon de las mutaciones en estos paises obedece a dos fenbmenos. El
primero es el patron de colonizacién por parte de Espafioles, Portugueses y
Judios para las regiones de Tierras Altas y la gran mezcla racial con las tribus

indigenas que habitaban las tierras Montafiosas.

En Colombia la frecuencia de p.Phe508del oscila entre el 28% y 42% (Keyeux y
cols, 2003; Mateus, 2005). La segunda mutacibn mas frecuente es la
c.1811+1.6kbA>G con una frecuencia de 6,5% y en tercer lugar se encuentra
p.Gly542X cuya frecuencia estaria en 3,8%. Los estudios que se han realizado
muestran una gran variabilidad entre las regiones geograficas, no solo en la
frecuencia de presentacién de p.Phe508del, compatible con las diferencias de

origen de colonos en cada region, sino también en la presencia de mutaciones no
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p.Phe508del. Asi, se ha descrito que en la region de Bogot4 la frecuencia de la
mutacion ¢.1811+1.6kbA>G es de 10.8% (Keyeux y cols. 2003) y en la regién de

Boyaca c.621+1G>A tiene una frecuencia de 17.65% (Mateus, 2005)

5.4 FISIOPATOLOGIA

La causa molecular de FQ esta bien establecida, pero la patogenia que lleva a
falla multiorganica no se ha comprendido totalmente, ya que el espectro de
fenotipos y severidad en pacientes con la misma combinacién de mutaciones es
amplio (Du y cols 2005). Esto sugiere la existencia de factores adicionales que
determinan el curso de la enfermedad de manera individual, tales como el medio
ambiente y las interacciones gen-gen (Huang y cols. 2004; Ott y cols. 2009). CFTR
es un canal de cloro localizado en la membrana apical en el epitelio de vias
aéreas, paréngquima pulmonar, conductos pancreaticos, intestino, canaliculos
excretores de glandulas sudoriparas, conductos biliares y conductos deferentes.
Sus actividades incluyen el transporte de sal y agua asi como la secrecion a través
de las membranas apicales de epitelios polarizados de sistemas endocrinos
(Rowe vy cols. 2005). Ademas cumple un papel regulatorio de otras vias a través
de proteinas involucradas en la conductancia membranal miembros de la
superfamilia de transportadores ATP-binding cassette. Estas vias incluyen:
regulacion de canal de Sodio epitelial (Kleven y cols. 2008), canal rectificador de
salida de Cloro, canal rectificador de entrada de Potasio, trafico de vesiculas y

acidificacion del compartimiento intracelular y procesamiento de proteinas (Rottner

27



y cols. 2009). Algunas evidencias permiten ubicar a CFTR como pieza clave en la
regulacion del transporte de HCOj3; a través de las membranas celulares
epiteliales, asi como al movimiento de otros aniones, entre los que se incluyen
NO3 y CI entre otros (Schwiebert y cols. 1999). También existe evidencia de que
CFTR es permeable a Glutation y esta involucrado en su homeostasis (Hudson
2001). Por todo lo anterior la comprension de CFTR como un canal de Cloro debe
complementarse como la de una proteina involucrada en muchos procesos
celulares tales como redes de citoesqueleto, transporte membranal de proteinas,
enrutamiento o degradacién de proteinas, asi como receptor y regulador de

apoptosis.

5.5 MANIFESTACIONES CLINICAS

Los sintomas asociados a FQ pueden aparecer a lo largo de la vida, sobrelapados
en ocasiones y con alta variabilidad. La forma de presentacion mas frecuente de
fibrosis quistica es su forma clasica, una triada compuesta por Enfermedad
Pulmonar Obstructiva Cronica, Insuficiencia Pancreatica exocrina (Pl) y elevacion
de la concentracion de electrolitos en sudor. Otras manifestaciones frecuentes
incluyen infertiidad en hombres debido a azoospermia obstructiva. Todas las
manifestaciones clinicas del fenotipo de FQ son variables hasta cierto grado.
Aproximadamente el 15% de los afectados son suficientes pancreaticos, muy
pocos pueden tener niveles normales de electrolitos en sudor e incluso pueden

tener un muy leve compromiso pulmonar (Massie y cols 2000). Ademas el fenotipo
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puede incluir sintomas poco comunes como ileo meconial en recién nacidos,
sindrome de obstruccién intestinal distal, pancreatitis, disfuncion hepatica,
infertilidad en mujeres (por aumento de viscosidad del moco cervical lo cual impide
en cierta medida la penetracion de los espermatozoides) o diabetes entre otros

(Moskowitz y cols. 2008; Rowntree y cols. 2003).

En términos generales, la base de todas las manifestaciones clinicas esta en el
defecto de transporte de ion cloruro fuera de la célula. La presion osmética
generada por el exceso intracelular del ion lleva a absorcion incrementada de
Sodio y disminucion de la secrecion de agua. En el tejido pulmonar esto se
traduce en reabsorcién del fluido periciliar, disminucién del volumen de fluido en la
superficies aéreas y formacion de moco viscoso y grueso, lo que facilita la
colonizacion de microorganismos Yy las infecciones repetidas y crénicas, puesto
que estas bacterias lesionan irreversiblemente el tejido pulmonar. En el pancreas
el malfuncionamiento de los canales de cloro en las células epiteliales de los
ductos, se traduce en disminucién de produccion de jugos pancreaticos y
bicarbonato, esenciales para el transporte de las enzimas. Esto obstruye los
canaliculos pancreaticos y las enzimas secretadas en el acino no pueden alcanzar
el duodeno, lo que explica la malabsorcion y digestion deficiente de macro y
micronutrientes en estos pacientes (Whitcomb 2010). En cuanto a las glandulas
sudoriparas, no presentan alteraciones morfologicas significativas ni obstruccion,
pero influyen en la homeostasis del Cloro. En condiciones normales la secrecion
producida en la glandula sudoripara sufre modificaciones a lo largo del ducto. El

Sodio (seguido por el Cloro) es rapidamente absorbido de la luz del ducto a través
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de los canales apicales de Sodio y CFTR. Pero la alteracion de este ultimo limita la
cantidad de sal que el organismo podria reutilizar. Como resultado el sudor que

llega a la superficie cutdnea tiene un alto contenido de sal.

5.5.1 Sintomas gastrointestinales

La obstruccion intestinal ocasionada por impactacion de material en el intestino
delgado y grueso del recién nacido, mas conocida como ileo meconial, se
presenta en el 15% de los afectados. La insuficiencia pancreatica, por su parte, es
desarrollada en un 85 — 90% de los pacientes y puede estar presente desde el
nacimiento o instaurarse durante el primer afio de vida. Los sintomas incluyen
heces grasosas, flatulencia, distencion abdominal y poca ganancia de peso y
llevan a esteatorrea, deficiencia de vitaminas liposolubles (A, D, E y K) y
desnutricién. Se ha postulado que era precisamente la desnutricién, la causa de
muerte prematura de los afectados por la enfermedad reportado en los afios 1938.
Actualmente la terapia de reemplazo enzimatico permite que la desnutriciéon sea
mejor controlada (Waglkowiak y cols. 2005). En pacientes con mayor edad las
secreciones intestinales viscosas, la malabsorcion y motilidad intestinal disminuida
o estreflimiento son los principales sintomas, y las deficiencias de vitaminas
liposolubles pueden manifestarse como acrodermatitis, anemia, neuropatia,

ceguera nocturna, osteoporosis y desordenes de coagulacién.

Por otro lado, los pacientes estan en riesgo de ser afectados por cirrosis biliar

focal causada por obstruccion de ductos biliares intrahepaticos, aproximadamente
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en un 5% de los pacientes y generalmente se presenta a los 15 afios de edad.
Ademas se pueden desarrollar varices esofdgicas secundarias que sangran
facimente y amenazan la vida de estas personas, y requiere manejo

interdisciplinario entre gastroenterdlogos y cirujanos.

5.5.2 Enfermedad Pulmonar

Al nacimiento no se perciben cambios morfolégicos en el pulmén. Sin embargo
rapidamente después del nacimiento sufren cambios secundarios a la inflamacion
e infeccion. Los lavados bronquiales revelan altos contenidos de celulas
polimorfonucleares, en nifios asintomaticos. Las infecciones de vias aéreas se
cronifican y las bronquiectasias, atrapamiento de aire, hipoxemia e hipercapnia se
instauran. La insuficiencia pulmonar es la responsable de mas del 90% de las
muertes relacionadas con FQ. La siguiente es una representacion grafica del

circulo vicioso. Figura 3
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Figura 3. Representacién grafica que los eventos patologicos de la enfermedad pulmonar.
Tomado y modificado de Rowe y cols. 2005 NEJM, Boucher 2007 Trend Mol Med, Amaral
y cols 2007 Trend Pharmacol.
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Los organismos patdgenos que colonizan el tejido mas tempranamente son
Haemophilus influenzae y/o Staphiloccocus aureus, pero la Pseudomona
aeruginosa es la mas comun. Las infecciones persistentes inducen la generacion y
secrecion de citocinas quimiotacticas, responsables del reclutamiento de células
pro-inflamatorias como polimorfonucleares a las vias aéreas. La P. aeruginosa
libera toxinas y elastasas amplificando el dafio, pues se induce muerte celular de
los polimorfonucleares y liberaciébn de las proteasas y elastasas contenidas en
ellos, que dafian el tejido circundante e inducen méas dafio en otros
polimorfonucleares. Ademas la viscosidad de las secreciones es mayor por cuenta
del DNA liberado desde el interior de estas mismas células pro-inflamatorias. Se
instaura un circulo vicioso pues se crean micoambientes dentro de las placas de
moco adheridas al epitelio, donde la P. aeruginosa se adhiere evitando los
mecanismos de limpieza refleja y los mecanismos de respuesta inmune innata. En
las fases iniciales, P. aeruginosa puede ser erradicada por el mismo huésped con
la ayuda de terapia antibiotica agresiva, pero luego las colonias de la bacteria
sintetizan una cubierta de alginato con lo que forma biofilms practicamente
imposibles de erradicar con antibioticoterapia convencional (Chambers y cols.

2007).

5.5.3 Desordenes endocrinos

En el pancreas, la disfuncion tiene origen en el taponamiento de los ductos
intrapancreaticos por la viscosidad de las secreciones, induciendo autolisis y
reemplazo del tejido por grasa (Walkowiak y cols. 2005; Whitcomb 2010). Una vez

se alcanza cierto umbral de disfuncion de células de los islotes de Langerhans, el
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paciente desarrolla insuficiencia de insulina e intolerancia a carbohidratos. Se ha
determinado que la Diabetes Mellitus Relacionada con Fibrosis Quistica (CFRD
por sus siglas en inglés Cystic Fibrosis-Related Diabetes Mellitus), no es igual a la
Diabetes Mellitus tipo | o Il, puesto que la FQ tiene factores Unicos para esta
condicibn que afectan el metabolismo de la glucosa: aumento de energia
consumida, infecciones frecuentes agudas y cronicas, deficiencia de glucagon,
disfuncién hepatica, transito intestinal disminuido y mayor trabajo respiratorio. La
condicién esta asociada al dafio progresivo del tejido pancreatico y por lo tanto
tiende a presentarse conforme el paciente gana edad (Walkowiak y cols. 2005).
Ademas, hay una asociacion entre la instauracion de CFRD vy la severidad de la
afectacion pulmonar. Las exacerbaciones son mas frecuentes y el estado
nutricional empeora, por lo tanto, es necesario que de manera independiente a la
edad del paciente, si este se presenta con pérdida de peso inexplicada o
empeoramiento de su condicion pulmonar, debe sospecharse CFRD. Deberia
instaurarse un protocolo de vigilancia con mediciones periddicas de concentracion
de glucosa en sangre y test de tolerancia a la glucosa anualmente en mayores de
10 afos de edad (Mogayzel y cols. 2009; Moskowitz y cols. 2008).

Otro aspecto a tener en cuenta es la osteoporosis secundaria a la deficiencia de
vitamina D, inflamacion sistémica cronica y uso intermitente de corticosteroides. La
osteopenia es evidente desde la nifiez, pero se manifiesta en la vida adulta. La
reabsorcion de hueso excede la formacion, aun cuando se logran adecuados

niveles de nutricion y estabilidad clinica.

5.5.4 Reproduccion
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El vaso deferente es muy sensible a la disfuncion del CFTR. El 95% de los
hombres afectados presentan azoospermia (Xu y cols. 2011) y son infértiles por la
ausencia congénita bilateral de vasos deferentes y eso también es cierto para
hombres portadores de un solo alelo mutado y asintomaticos por lo demas. Las
mujeres con FQ son fértiles, en términos generales y si cuentan con un estado
nutricional y pulmonar adecuado, pueden culminar con éxito el embarazo (Barak y

cols. 2004; Moskowitz y cols. 2008).

En la Tabla 3 se resumen las manifestaciones clinicas

General (cualquier edad)

e Historia familiar de Fibrosis Quistica

e Piel con sudor salado

e Dedos de manos y pies en palillo de tambor

e Tos productiva

e Aislamiento de Pseudomonas aeruginosa de secreciones mucosas de via
aérea

e Alcalosis metabdlica hipocloremica

Neonatal
e lleo meconial
e |ctericia Protracted
e Calcificaciones abdominales o escrotales

e Atresia intestinal
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Infancia
e Inflitrados persistenctes en radiografias de térax
¢ No ganancia de peso
e Anasarca o hiponatremia
e Diarrea crénica
¢ Distension abdominal
e Colestasis
¢ Neumonia por Staphylococcus aureus
e Hipertension intracraneana idiopatica (deficiencia Vitamina A)
e Anemia hemolitica (deficiencia Vitamina E: Eritrocitos con fragilidad aumentada

y vida media reducida)

e Pansinusitis crénica o poliposis nasal

e Esteatorrea

e Prolapso rectal

e Sindrome de obstruccién intestinal distal o intusucepcion
e Pancreatitis crénica idiopatica recurrente

e Enfermedad hepética

Adolescenciay adultez

e Aspergilosis broncopulmonar alérgica

e Pansinusitis crénica o poliposis nasal

e Bronquiectasias

e Hemoptisis

e Pancreatitis idiopatica recurrente

e Hipertensién Portal

e Pubertad retardada

e Azoospermia secundaria a ausencia congénita bilateral de vasos

deferentes

Tabla 3. Manifestaciones clinicas por sistemas. Tomado y modificado de O Sullivan 2009

5.6 CLASIFICACION DE LA FQ
(WHO 2000)

Fibrosis Quistica y Trastornos relacionados
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FQ Clasica con insuficiencia pancreatica (IP)
FQ Clasica con suficiencia pancreatica (SP)
FQ atipica

Otra FQ especificada

Otra FQ no especificada

Azoospermia Obstructiva aislada*
Pancreatitis cronica*

Aspergilosis Broncopulmonar Alérgica*
Bronquiectasias diseminadas*
Panbronquiolitis difusa*

Colangitis esclerosante*

Hipertripsinogenemia neonatal*

*Al menos una mutacion en el CFTR identificada

5.7 CORRELACION GENOTIPO-FENOTIPO

Por ser definida como una enfermedad monogénica y recesiva, el punto de partida
para el estudio de la FQ es la presencia de dos mutaciones causantes de
enfermedad, localizadas en alelos separados. El fenotipo es la consecuencia

clinica y tiene tres componentes fundamentales: signos y sintomas especificos,

severidad y curso en el tiempo (Kleven y cols. 2008).
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Se entiende que la variaciébn genotipica da como resultado efectos fenotipicos
diferentes segun el tipo de mutacién. Pero los estudios de correlacion genotipo-
fenotipo en FQ han demostrado que hay variacion sobre todo en el compromiso
pancreatico y en menor medida en la enfermedad pulmonar (de Gracia y cols,
2005; Walkowiak y cols. 2005). La poca correlacion entre el genotipo CFTR y la
severidad de la enfermedad pulmonar sugiere una gran influencia del medio

ambiente y factores genéticos secundarios conocidos como genes modificadores.

El diagnéstico de FQ esta basado en tres preceptos: el primero es fenotipo
consistente con la enfermedad, pero las manifestaciones clinicas se han ido
ampliando debido a la expresividad clinica variable identificada en los afectados.
El segundo es la evidencia de disfuncion del canal CFTR, el cual tiene su prueba
gold standard, los electrolitos en sudor. El tercero, la evidencia de dos mutaciones
en trans conocidas causantes de FQ. Este ultimo es especialmente Util para
confirmar el diagndstico y brindar asesoria genética a las familias tanto en estados
de portadores como para diagnostico prenatal, si asi lo desean los padres (Liou y

cols. 2009).

El fenotipo mas comun o triada clasica estd presente en la gran mayoria de
pacientes con mutaciones que llevan a pérdida completa de funcion de la proteina,
gue incluyen mutaciones nonsense, corrimiento del marco de lectura y deleciones
gue afectan aminoacidos criticos para las funciones de canal y regulatorias de la
proteina. Los fenotipos leves son causados por mutaciones tipo pérdida del
sentido o de splicing, que ocasionan reduccion en la funcién de la proteina, y por

ende son suficientes pancreaticos (Zielenski, 2000).
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Uno de los mejores ejemplos de la variabilidad que se presenta en la afectacion
pulmonar estd ilustrada en un estudio realizado en 1993 por Borgo y
colaboradores, en dos gemelos dicigéticos, heterocigotos compuestos para las
mutaciones p.phe508del/1717-1G>A. Estos pacientes presentaban insuficiencia
pancreatica similar, pero el grado de compromiso pulmonar en uno era consistente
con infeccion crénica por Pseudomona aeruginosa, mientras que su hermano no
habia requerido tratamiento antibiético ni presentaba alteraciébn de su funcion

pulmonar.

La hipotesis de variantes génicas que afectan o modifican el fenotipo tiene cada
vez mas interés entre los investigadores. Es el caso de los polimorfismos, que son
definidos como mutaciones presentes en la poblaciéon en una frecuencia mayor al
1%. En un principio se pensé que serian indiferentes al curso y/o severidad de la
enfermedad. Pero Ultimamente se han encontrado evidencias de su influencia en

la severidad de la misma (Castellani y cols. 2008).

Los genes modificadores, los cuales pueden o no tener polimorfismos en ellos

mismos son también determinantes en la severidad de la enfermedad.

De esta manera Castellani y cols han propuesto que en términos de
consecuencias clinicas de la enfermedad, las mutaciones del gen CFTR también
se podrian agrupar en cuatro grupos: A. Mutaciones causantes de FQ, B.
mutaciones que resultan en un desorden relacionado con FQ, C. Mutaciones sin
consecuencias clinicas conocidas y D. mutaciones sin relevancia clinica

comprobada o conocida.
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Por lo tanto se sabe que las mutaciones que causan la alteracién funcional del
canal CFTR, no pueden ser consideradas de manera independiente, puesto que el
ambiente y las demas variantes genéticas, ya sean polimorfismos dentro del gen o

en genes modificadores, modifican el fenotipo y lo hacen tejido especifico.
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6. DIAGNOSTICO

La prontitud en el diagnéstico es fundamental. El diagndstico prenatal y neonatal
han cobrado importancia, asi como un mejor diagndéstico clinico en cualquier etapa
de la vida, por cuanto los anteriores métodos no detectan el 100% de las personas
afectadas El tratamiento de la FQ ha evolucionado ampliamente en las ultimas
décadas gracias a una mejor comprension de la fisiopatologia de la enfermedad
(Rowntree y cols. 2003), los avances tecnoldgicos aplicados al desarrollo de
nuevos y mejores tratamientos con menos efectos adversos y por lo tanto mejor
tolerabilidad. Esto ha llevado a evaluar, modificar y mejorar estos métodos de

diagndstico (Dequeker y cols 2009).

6.1 DIAGNOSTICO PRENATAL

El diagnostico prenatal se ofrece o es requerido cuando el embarazo tiene un
riesgo elevado de FQ, riesgo indeterminado o en embarazos de bajo riesgo de FQ
por identificacion sonografica de patrones ecogénicos intestinales compatibles con

la enfermedad (Groody y cols. 2001, Castellani y cols. 2009).

Los embarazos de alto riesgo son aquellos en los que los padres conocen su
estado de portadores o tienen familiares afectados. Para ofrecer este tipo de

diagnéstico, se deben conocer las mutaciones presentes en los padres. El DNA se
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obtiene de muestra de vellosidades corionicas a las 12 semanas de gestacion
aproximadamente o por amniocentesis realizada entre las semanas 15 a 18

(National Institutes of Health 1999).

Los embarazos de riesgo indeterminado son aquellos en el que uno de los padres
sabe que es portador de una mutacién, pero el otro padre ha resultado negativo

para un panel de mutaciones y no se conoce el estatus del feto.

Los embarazos de bajo riesgo son aquellos en los que previamente no se tenia
ninguna sospecha de ser afectado por FQ, pero en quienes se detecta en la

ecografia signos compatibles tales como intestino ecogénico y/o dilatado.

6.2 DIAGNOSTICO NEONATAL

El Tamizaje Neonatal es el primer paso para lograr diagnosticar personas
afectadas en este primer periodo de la vida. La medicién de tripsin6geno en gotas
de sangre en papel de filtro es una practica generalizada en los Estados Unidos y
Europa. Dependiendo de la poblacidon y las politicas estatales se aceptan varios
protocolos. Este método tiene una adecuada sensibilidad y especificidad en
poblaciones con alta incidencia de la enfermedad (Centers for Disease Control and

Prevention 2004, Parad y cols. 2005, Li y cols. 2006).

Debido a la cantidad creciente de evidencias que indican que el diagnéstico de la
enfermedad en el periodo neonatal con la consecuente instauracion del
tratamiento multidisciplinario a temprana edad, aseguran una mejor calidad de

vida. Esta enfermedad ha sido calificada como la enfermedad de origen genético,
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fatal o letal mas comun en la poblacion caucésica (O’sullivan y cols. 2009,

Kreindler 2010).

Se reconoce que el tripsinégeno inmunorreactivo (TIR), un precursor enzimatico
pancreatico, esta elevado en sangre en los recién nacidos con Fibrosis Quistica y
continua estando elevado durante el primer afio de edad, dependiendo de la
severidad del compromiso pancreético (Sontag y cols. 2006). Sin embargo este es
solo un método de identificacion de personas con riesgo de padecer la
enfermedad. El diagndstico se hace, dependiendo del protocolo de la poblacién en
cuestion, con la prueba de electrolitos en sudor, que sigue siendo la prueba de
oro, o bien con el hallazgo de la o las mutaciones por medio del analisis de una o

varias mutaciones, lo cual también depende de la poblacién.

6.3 DIAGNOSTICO CLINICO

Se acepta diagnéstico clinico si se cumplen los siguientes criterios: Presencia de
una o mas caracteristicas fenotipicas de FQ y evidencia de funciéon anormal en

proteina CFTR basado en:

e Presencia de dos mutaciones responsables de enfermedad en el gen CFTR
0
e Dos valores de electrolitos en sudor >60 mEg/l 6

e Potencial Nasal transepitelial consistente con FQ
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Los signos y sintomas clinicos de FQ abarcan una gran variedad de sistemas y

pueden variar en severidad y su forma de presentacion (Farrel y cols. 2008):

6.3.1 Enfermedad sinopulmonar crénica: tos productiva crénica, sibilancias
cronicas y atrapamiento de aire, enfermedad obstructiva pulmonar evidente en test
de funcion pulmonar, colonizacién persistente con patégenos comunmente
encontrados en individuos afectados, anormalidades cronicas en radiografia de

térax, pansinusitis cronica (Wang y cols 2010) y/o dedos en palillo de tambor.

6.3.2 Anormalidades gastrointestinales/nutricionales: ileo meconial, prolapso
rectal, malabsorcidn/insuficiencia pancreéatica (Walkowiak y cols. 2005),
esteatorrea, hipoproteinemia, deficiencia de vitaminas lipo-solubles, retardo en
crecimiento, sindrome obstructivo intestinal distal, pancreatitis recurrente (Waters
y cols. 1990, Cipolli y cols 2007), barro biliar, elevacion de transaminasas y gama-
glutamil transferasa, hiperbilirrubinemia directa y enfermedad hepatobiliar crénica

(Feranchak 2004).

6.3.3 Azoospermia obstructiva: Xu y cols. Demostraron recientemente el papel
de CFTR en la espermatogenesis, mediante un modelo en raton, el cual revela
que los defectos en CFTR causan dafio en la regulacion de las principales vias

regulatorias de la espermatogenesis (Xu y cols, 2011)

6.3.4 Sindromes de pérdida de sal: deplecion de sal aguda, alcalosis metabdlica

cronica, deshidratacion hiponatrémica hipoclorémica.
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6.4 DIAGNOSTICO MOLECULAR

6.4.1 Anédlisis mutacional dirigido. Se han disefiado kits, que pueden incluir
multiples mutaciones (Malcolm, 1990). En el 2004, el American College of Medical
Genetics, recomendoé el uso del panel que incluye 23 mutaciones en los Estados
Unidos (Watson y cols 2004). Estos paneles deben ser aplicados teniendo en
cuenta las caracteristicas de la poblacion para alcanzar un adecuado poder de

deteccién (Farrell y cols. 2008; National Institutes of Health 1999).

6.4.2 Anélisis del tracto 5T/TG. El tracto Poli T, una cadena de timidinas
localizadas en el intron 8 del gen CFTR, se relaciona con desordenes asociados
con CFTR, dependiendo de su longitud. Es atil sobre todo cuando se detecta la
mutacion R117H. 5T se ha visto relacionada con disminucion de la eficiencia de

splicing del intron 8 (National Institutes of Health 1999).

El tracto TG estd localizado 5'posterior al Poli T. Cuando el ndamero de
repeticiones supera 12 p 13 y se asocia a 5T, es el mayor efecto adverso en

cuanto al splicing del intron 8.

6.4.3 Andlisis de deleciones. EI MLPA (por sus siglas en inglés Multiplex
Ligation-Dependent Probe Amplification) puede detectar deleciones que no se

detectan con secuenciacion (National Institutes of Health 1999).

6.4.4 Secuenciacion. La secuenciacion de todos los exones, regiones
circundantes de intron/exon, regiones promotoras y regiones intronicas especificas

detecta mas del 98% de las mutaciones (Montgomery y cols 2007).
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7. ABORDAJE Y TRATAMIENTO DEL PACIENTE CON FQ

Una vez se ha establecido el diagnostico de FQ es necesario conocer la extension
del compromiso de los diferentes 6rganos y sistemas y su grado de compromiso
(National Institute of Health Consensus 1999, Paz-Valifias y cols 2004, Da Paula y

cols 2010, Du y cols. 2008).

7.1 FUNCION PANCREATICA
e FElastasa fecal

e Contenido de grasa en heces en recoleccion de 72 hrs.

e Concentracion sérica de vitaminas A, Dy E

e Tiempo de protrombina y Razén Internacional Normalizada (INR por sus
siglas en inglés International Normalized Ratio)

e Concentracion de caroteno en suero (mayores de 6 meses)

e Endoscopia Gastroduodenal con canulacién del ducto pancreatico, para

medir secrecidon enziméatica estimulada

7.2 TRACTO RESPIRATORIO ALTO Y BAJO

e TAC de senos paranasales en busca de pansinusitis en individuos con
presentaciones no clasicas o test de electrolitos indeterminado.
e Prueba de funcion pulmonar.

e Rayos X de torax o tomografia de térax computarizada.
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e Cultivo de esputo o cultivo de orofaringe con hisopo.
e Broncoscopia y lavado alveolar para evaluar compromiso microbiano e

inflamacion.

7.3 ESTATUS CLINICO GENERAL / EXTENSION DE LA ENFERMEDAD

e Recuento Leucocitos con recuento diferencial de células
e Electrolitos séricos, BUN, Creatinina, Glucosa
e ALT, gamma-glutamiltransferasa

e Uroanalisis

Se ha avanzado en el manejo terapéutico de la FQ. Pero, a pesar de ello, los
pacientes afectados presentan sintomatologia diaria, exacerbaciones de
infecciones pulmonares frecuentes y muerte a edad temprana. Por tratarse de una
enfermedad croénica, el objetivo de la terapia de uso crénico es desacelerar la

progresion de la enfermedad.

La evidencia ha demostrado que la enfermedad pulmonar empieza muy temprano
en la vida, y es necesaria una intervencion temprana para adelantarse a las
anormalidades del tejido, antes de que estas sean irreversibles, lo que ha dado
lugar al desarrollo de guias de manejo clinico, especialmente del compromiso
pulmonar, principal determinante de la morbilidad y mortalidad de los pacientes

afectados (Rottner y cols 2009, Sims y cols. 2007). La terapia va encaminada a
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ensefar al paciente a expulsar las secreciones de manera activa para evitar su
acumulacion y evitar crear un ambiente propicio para la colonizacion bacteriana.
Sin embargo en cualquier momento se puede presentar agudizacién de signos y
sintomas, los cuales se resumen en la tabla 4. Las exacerbaciones bacterianas
pueden tratarse fuera del hospital con antibioticos orales, en especial cuando el
epitelio pulmonar no estda tan comprometido, pero conforme el compromiso
pulmonar avanza se requieren el uso de antibidticos intravenosos, terapia
respiratoria activa y adecuada nutricion, por lo que es necesario ingresar al
paciente al hospital. A medida que la enfermedad compromete mas el tejido
pulmonar, la estrategia de terapia respiratoria debe ajustarse, por el riesgo de
neumotérax y hemoptisis. Los requerimientos de oxigeno también deben ajustarse
a las necesidades del paciente, evolucionando del simple requerimiento de
oxigeno a ventilaciébn crénica no invasiva, o en estadios mas avanzados de la

enfermedad, al trasplante pulmonar.

Sintomas Aumento de la frecuencia, duracion e intensidad de la tos

Aumento de expectoracion o instauracién de la misma

Cambio en la apariencia del esputo

Instauracion o aumento de la hemoptisis

Disminucion de la capacidad vital o disminucién de la tolerancia al ejercicio
Disminucion de la calidad de vida: aumento de la fatiga, debilidad, fiebre,

pobre apetito

Signos Aumento del trabajo respiratorio: retracciones intercostales, uso de musculos
Fisicos accesorios

Aumento de la frecuencia respiratoria

Aparicion o aumento de crepitaciones en examen de torax
Aumento del atrapamiento de aire

Fiebre

Pérdida de peso
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Paraclinicos | Disminucion del VEF1 del 10% comparado con el mejor valor en los seis
meses previos

Aumento del atrapamiento de aire y/o nuevo infiltrado en radiografia de térax
Leucocitosis

Disminucion de Sa0O2

Tabla 4. Exacerbacion Pulmonar en Fibrosis Quistica

En cuanto al abordaje nutricional se cuenta con la terapia de suplencia de enzimas
pancreaticas exdgenas que incluyen amilasa, lipasa y proteasa, vitaminas
liposolubles (A, D, E y K) (Sikkens y cols. 2010; Layer y cols 2001). La ingesta de
calorias debe exceder los requerimientos para un nifio sano de la edad para
contrarrestar la absorcion deficiente de nutrientes y el gran requerimiento de
energia que supone las exacerbaciones (L6hr y cols 2009). La intolerancia
progresiva a la absorcion de carbohidratos por dafio del parénquima pancreatico,
descrito como Diabetes relacionada con Fibrosis Quistica o CFRD (por sus siglas
en inglés Cystic Fibrosis-Relate Diabetes) (Moskowitz y cols. 2008). La
presentacion clinica de CFRD es insidiosa, pues los sintomas clasicos de
hiperglicemia, tales como fatiga, polidipsia y poliuria se pueden confundir
facilmente con sintomas propios de FQ, por lo que en Estados Unidos se ha
descrito la importancia de hacer un test de tolerancia a glucosa una vez al afio en
pacientes mayores de 10 afios, para la deteccion temprana de intolerancia a

glucosa (Ntimbane y cols 2008).
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8. TAMIZAJE NEONATAL

El Tamizaje Neonatal busca aplicar procedimientos para seleccionar, dentro de
una poblacién, individuos aparentemente sanos, pero con probabilidad de ser
afectados por una entidad. Debe cumplir con unos objetivos que incluyen que la
historia natural de la enfermedad este bien caracterizada, que la instauraciéon del
tratamiento tempranamente versus tardiamente sea de gran beneficio, que haya
un examen que identifique la enfermedad en etapas tempranas y que hayan
intervalos definidos para la repeticion del test, entre otros (Paz-Valifias y cols.

2004; Southern, 2009).

Para asegurar el éxito de los programas de Tamizaje Neonatal, se debe cumplir
con los criterios modificados de Wilson and Jungner (WHO 2008) que se resumen

en 10 puntos fundamentales:

El programa de tamizaje esta respondiendo a una necesidad reconocida.

e Los objetivos del tamizaje deben ser definidos desde el comienzo.

e La poblacion blanco del estudio debe estar bien definida.

e Debe existir evidencia cientifica de la efectividad del programa de tamizaje.
e El programa debe integrar educacion, administrar la prueba, ofrecer

tratamiento clinico y administracion del programa.
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e Se debe asegurar calidad, con mecanismos para minimizar los riesgos
potenciales del tamizaje.

e EIl programa debe asegurar la escogencia informada, confidencialidad y
respeto por la autonomia.

e EIl programa debe promover la equidad y el acceso al tamizaje para toda la
poblacién blanco.

e La evaluacion del programa debe estar planeada desde el principio.

Los beneficios del tamizaje deben sobrepasar los riesgos y/o dafios.

Existen diferentes protocolos utilizando el meconio o muestras de sangre seca en
papel de filtro donde se analizan los niveles de TIR de forma independiente,
combinados entre ellos o con analisis moleculares. No existe un consenso de la

estrategia a utilizar, pues es dependiente de la poblacién en cuestion.

El tripsinégeno es un precursor de la enzima pancreatica tripsina. Su incremento
en sangre resulta de la fibrosis del tejido pancreético presente en la mayoria de los
pacientes con FQ, incluso desde el periodo intrauterino, lo que lleva a reflujo de
las enzimas pancreaticas a la circulacion y por lo tanto niveles aumentados del
mismo en plasma (Ryley y cols 1981). Una concentracion elevada de TIR sugiere
dafio pancreatico consistente (pero no especifico) con FQ. Este marcador esta
elevado aun en pacientes con mutaciones clase IV o V, las cuales se asocian con
suficiencia pancreatica. Un resultado de tamizaje positivo solo indica que el recién

nacido esté en riesgo aumentado para desarrollar FQ (Lima Le&o y cols. 2008).
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Hace casi tres décadas, paises como Australia (1981), Austria (1988), Bélgica
(1988), Francia (1988), Italia (1973), Nueva Zelanda (1981) y Polonia (1999)
lanzaron sus programas de Tamizaje Neonatal como politica de salud publica a
nivel nacional. En Inglaterra el programa fue adoptado a nivel nacional en 2004.
Un estudio retrospectivo en estos paises, realizado por la European Cystic
Fibrosis Foundation, donde se analizaron 1.600.000 nifios al afo, detectando
aproximadamente 400 casos por afio, reporté que la edad media de diagndstico
en estos paises es de 37 dias (32-50), con protocolos heterogéneos:
TIR/TIR/DNA, TIR/DNA/TIR, TIR/proteinas en meconio/TIR, TIR/electrolitos en

sudor e TIR/DNA.

La medicién de TIR en recién nacidos es un método validado a nivel mundial y con
adecuado valor predictivo para el diagndstico de FQ. Los niveles varian segun el
método utilizado y la poblacion estudiada (Grody y cols. 2001; Li y cols, 2006). El
diagnéstico temprano de la enfermedad permite el inicio de terapéutica que
asegura disminucién de la morbilidad y mortalidad de los afectados y mejora su
calidad de vida. Las evidencias de beneficios se han medido comparando
personas diagnosticadas por tamizaje o diagnosticadas por clinica, identificando
mejoria en parametros tales como: crecimiento y nutricion, colonizacion
bacteriana, funcién pulmonar, sobrevida, funciébn cognitiva y necesidad de

cuidados hospitalarios (Rodrigues y cols 2008, Sands y cols. 2010).
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9. MATERIALES Y METODOS

9.1 TIPO DE ESTUDIO
Observacional analitico de prevalencia.

9.2 POBLACION Y MUESTRA
Se incluyeron 8.297 muestras de gotas de sangre secas de cordon umbilical en

papel de filtro o tarjetas de Guthrie.

Los criterios de inclusiéon fueron:

Recién nacidos vivos en la ciudad de Bogota

e Nacimiento por parto o cesarea

e Fecha de nacimiento comprendida entre abril a septiembre de 2009

e Hospitales de la red del Distrito en convenio con el Laboratorio de Genética
del Hospital de la Victoria,

e Hospitales en convenio con el Laboratorio de Genética de la Fundacién

Gillow

e Hospital Universitario Mayor Méderi.

Se incluye una lista de estas instituciones a continuacion.

Hospital de Altamira Hospital Universitario CAMI Santa Librada
Mayor

Hospital Bosa Il Nivel Hospital Jerusalem Hospital Simén Bolivar

E.S.E

Hospital Universitario Hospital Occidente Hospital de Suba E.S.E

Nuestra Sefiora de Kennedy Il Nivel

Candelaria

Centro Policlinico del Olaya | Hospital Materno Infantil | Hospital Trinidad Galan
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Hospital Chapinero E.S.E

Hospital Meissen E.S.E

Hospital El Tunal

CAMI Chircales

Clinica del Occidente

UCIN Monterrey

CAMI Diana Turbay

Pablo VI de Bosa

Hospital de Usme | Nivel

Hospital El Carmen

Hospital Patio Bonito

CAMI Verbenal

Hospital Engativa Il Nivel

Hospital La

Hospital La Victoria

Perseverancia

Eusalud Hospital Samper Videlmedica

Mendoza

Hospital Fontibén E.S.E Hospital San Blas Il Nivel | Hospital Vista Hermosa

Tabla 5. Instituciones de salud participantes

Los criterios de exclusion fueron:

e Inadecuada cuantificacion de TIR por muestra insuficiente

e Inadecuada cuantificacion por muestra deficiente (al tomar un circulo de 2
mm de didmetro, no se lograra que todos los bordes estuvieran
empapados de manera regular con sangre seca).

e Pacientes que no asistieron al re-llamado para toma la segunda muestra se
excluyeron del protocolo TIR-TIR (pero se incluyeron en el protocolo

TIR/p.Phe508del).

e Pacientes fallecidos: imposible tomar segunda muestra

9.3 RECOLECCION DE INFORMACION
Los datos se recopilaron utilizando un formato que incluye variables tales como:

e Institucién hospitalaria

e Ciudad de nacimiento

e Numero de Historia Clinica
e Régimen de salud

e Datos de la madre:
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o Nombre

o Identificacién

o Direccion

o Teléfonos de contacto

e Datos del recién nacidos:

o Fecha del nacimiento

o Sexo

o Peso

o Pertinencia de transfusion sanguinea

o A término o pre-termino.
A cada paciente se le asigné un numero de registro UGnico para correcta
identificacion.
9.4 ESTRATEGIA
Se elaboré la estrategia teniendo en cuenta las recomendaciones del consenso
europeo para la evaluacion y manejo de pacientes posterior a el tamizaje neonatal
(Mayell y cols Eurpean Cystic Fibrosis Society Neonatal Screening Working Group,

2009)
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9.4.1 DIAGRAMA DE ESTRATEGIA
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Figura 4. Diagrama de flujo para la identificacion de afectados y discriminacion de no afectados
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9.5 RECOLECCION DE LAS MUESTRAS

Las muestras fueron tomadas a partir de sangre de cordon umbilical y colectadas
sobre papel de filtro SYS903 segun las recomendaciones del National Committee
of Standars of Laboratory (NCCLS, 1994). La sangre se puso a secar a
temperatura ambiente por 4 horas, en posicién horizontal, luego fueron guardadas
en refrigeracion en cada una de las instituciones participantes hasta su remision a
las instalaciones del laboratorio de Biologia Molecular y Celular de la Universidad
del Rosario, en donde se realiz6 la determinacion inmunoenzimatica de la Tripsina

Inmunoreactiva.

9.5.1 Determinacién del valor de Tripsina Inmunoreactiva mediante el Kit

Neonatal TIR ELISA de Bioclone:

Las muestras se procesaron, teniendo en cuenta las especificaciones del KIT

Neonatal IRT ELISA de la casa Comercial Bioclone.

Para el andlisis del biomarcador tripsina inmunoreactiva se realiza una ELISA
directa donde las paredes de los pocillos de cada placa estan recubiertos con
anticuerpos especificos para la tripsina (antigeno), después de presentarse esa
unidn covalente entre anticuerpo y el biomarcador se realiza un lavado que quitara
cualquier material no unido, se aflade estreptavidina peroxidasa que forma

enlaces multiples con el anticuerpo biotilinado. Después se realiza otra etapa de
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lavado y se adiciona la solucion de sustrato que reacciona con la peroxidasa unida
produciendo color en proporcién directa con la cantidad de antigeno, por ultimo se

para la reaccion utilizando solucién stop.

9.5.2 materiales suministrados por el kit
e Reactivo anticuerpo: (Solucién que contiene albumina de suero bovino)
e Reactivo amplificador: (Estreptavidina y thiomersal)
e Solucion de sustrato: (Tretamethylbenzidine y peroxido de hidrogeno)
e Solucion estabilizadora stop: (Acido clorhidrico)
e Pocillos recubiertos anticuerpos especificos para TIR
e Solucion de lavado: (Thiomersal)
e Calibradores (0, 13.2, 30.8, 67.8, 161 y 331 ug/L)
e Control alto (93.9 — 141 ug/L)

e Control bajo (40.1 — 60.2 ug/L)

9.6 PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS
1. Cada placa contiene 96 pozos, dispuestos en tiras de 8. En cada pozo se

deposita una muestra de 3 mm de didmetro, obtenida directamente de la sangre
seca tomada sobre el papel de filtro S & S903. (en la primera tira de cada dos

placas se colocaron los calibradores )

2. Se pipetean 100 pL del reactivo anticuerpo
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3. Se cubren los pocillos y se incuban por 10 minutos en un agitador de placa a

25°C.

4. Se incuban las placas a 25°C por 24 horas

5. Al dia siguiente, se ponen en agitacion 10 minutos.

6. Se retiran los discos y se realiza la etapa de lavado por 5 veces, la solucién de
lavado contiene thiomersal, 0.09% w/V. Para esta etapa es necesario preparar la

solucién de lavado haciendo una diluciéon 1 en 15.

7. Pipetear 100 uL de reactivo amplificador

8. cubrir los pocillos e incubar con agitacion por 10 minutos

9. Se repite la etapa de lavado

10. Se seca correctamente en papel absorbente la placa

11. Pipetear 100 pL de sustrato y se incuba por 10 minutos.

12. Pipetear 50 yL de solucion stop

13. Se realiza la lectura punto a punto a 450nm en el lector de ELISA.

9.7 MANEJO DE DATOS

Para el manejo de los datos se creo una base de datos utilizando el programa de

Microsoft Excel, en la cual se consignaron los datos, registrados en la tarjeta que
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contiene el papel de filtro S&S disefiada para tal fin. Se tuvieron en cuenta las

siguientes variables:

* |nstitucion de nacimiento del menor

* Ciudad y Departamento de nacimiento

* Numero de Historia Clinica

* Régimen De Salud: Contributivo o Subsidiado, nombre de la EPS.

* Datos de la madre: Nombre, Edad, Identificacion, Direccion y teléfono

* Datos del Recién Nacido: fecha de nacimiento, sexo, peso, talla, complicaciones,

transfusion y fecha nacimiento.

Los datos obtenidos de la mediciéon de la tripsina fueron puestos en la base de

datos teniendo en cuenta el nUmero de registro.

9.8 ANALISIS DE DATOS

Semanalmente se realizaron andlisis de los datos obtenidos por el lector de
ELISA, el cual determino la concentracion de la tripsina teniendo en cuenta la
absorbancia, realizando una grafica de tipo lineal. Estos datos deben cumplir la
ley de Beer-Lambert, esta ley explica que hay una relacion exponencial entre la
transmision de luz a través de una sustancia y la concentracion de la sustancia,

asi como también entre la transmision y la longitud del cuerpo que la luz atraviesa.
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Este analisis semanal permitio la elaboracion de la curva de normalidad, el analisis

de las curvas de calibracién y la determinacion del punto de corte.

9.8.1 analisis de curvas de calibracion

Las curvas de calibracion son independientes en cada montaje, (cada dos placas)
para el control de los datos obtenidos de las muestras analizadas. Teniendo las
bases de datos actualizadas, para cada curva de calibracion se realizo una
regresion linear, mediante el andlisis de absorbancias y concentraciones obtenidas
para los calibradores suministrados en el kit. Los datos fueron introducidos en
Excel y se analizaron en funciones- de regresion linear. Donde se considera
adecuado, un valor de coeficiente de correlacion cercano a 1. Con los datos
obtenidos para cada curva de calibracion se emiti6 la conclusion respecto a la

linealidad obtenida para los calibradores utilizados. (ANEXO1).

9.8.2 analisis de controles altos y bajos

En cada montaje se corrieron los controles altos y bajos suministrados por el Kit.
El control bajo aceptaba un rango de medicion entre 40.1 y 60.2 ug/L, para el
control alto estos valores correspondian a 93.9-141 ug/L. Se controlo que estos
datos estuviesen dentro de estos valores, lo cual determinaba absoluta
confiabilidad de la medida de los pacientes analizados en cada corrido. En el
Anexo 2 se presentan los datos de media y desviacion estandar encontrada para

algunos de los datos evaluados. Al verificar que los valores de los controles
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analizados se encontraban en el rango esperado, se asumia que las curvas de

calibracion eran optimas para el analisis.

9.8.3 determinacion de la curva de normalidad de los datos analizados

Semanalmente se elaboraron las graficas de todos los resultados para ir
evaluando el comportamiento de los valores de Tripsina Inmunoreactiva evaluada
en sangre de cordon. Para este fin los datos obtenidos fueron filtrados y
ordenados ascendentemente y posteriormente se establecieron intervalos de
confianza, agrupando los datos de concentracion en valores de 3 en 3, los
intervalos generados fueron: valores menores de 3 ug/L, de 3.1 a6;de6.1a9y
asi sucesivamente. El nimero de muestras para cada intervalo de confianza fue
graficado, esta grafica permitio establecer si el biomarcador se comporto con

distribuciéon normal o no.

9.8.4 determinacion del punto de corte para el valor de tripsina
inmunoreactiva

El punto de corte se determino, tomando como normal los datos situados en el
percentii 95 del total de resultados de las concentraciones de tripsina
inmunoreactiva realizadas en sangre de cordon umbilical. El dato de punto es

expresado en ug/L.

9.8.5 andlisis estadistico
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Las variables analizadas frente a las concentraciones de la TIR fueron la edad de
madre y el peso del neonato, teniendo en cuenta este estudio como de tipo
transversal se realizaron tablas de contingencia relacionando el peso del recién
nacido tomando como referencia el peso normal al nacer entre 2500 g y 3500 g
(Rivera, 2001) y la edad de la madre con los niveles de tripsina, para la realizacion
de la tabla de contingencia de las edades de las madres se tomaron intervalos de
10 en 10 (21-25, 26-30 etc) para luego calcular el OR (odds ratio) con el fin de
determinar si hay o no relacion entre estas. Para realizar estos analisis

estadisticos se utilizaron los Epidat 3.1 y SPSS.

9.8.6 analisis de incidencia de FQ a nivel mundial

Se compararon las incidencias de los diferentes paises con la incidencia esperada
para Colombia, por medio del calculo del estadistico Z y el valor de P con intervalo
de confianza del 95%. Para los andlisis estadisticos se utilizé el programa Epidat

3.1.

9.9 DETERMINACION DE VALORES DE TIR POR MEDIO DE ELISA EN
SANGRE DE TALON

Una vez se identificaron los pacientes cuyos resultados eran superiores al punto

de corte se procedio de la siguiente manera:
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1. Contacto telefonico o por correo regular de padres y/o responsables

2. Asignacién de cita para toma de segunda muestra de sangre en talon:
Laboratorio de Genética de la Universidad del Rosario o Laboratorio
Fundacién Gillow.

3. Procesamiento de las muestras segun el inserto del Kit.

El ELEGANCE NEONATAL TIR ELISA KIT™ de BIOCLONE® ha sido

estandarizado para muestras de sangre de talon. El valor de corte es 50 ugl/L.

9.10 IDENTIFICACION DE LAS MUTACIONES

Se analiz6 la mutacion p.Phe508del para todas las muestras con un primer valor
de TIR mayor o igual a 60ug/L. En el caso positivo para esta mutacion se
analizaron ademas las mutaciones p.Gly542X, ¢.489+1G>T, c.1811+1.6kbA>G en

DNA obtenido de sangre periférica, previo consentimiento informado.

9.10.1 Identificaciéon de la mutacidén p.Phe508del
La técnica utilizada fue PCR directa- Heteroduplex a partir de gotas de sangre en
papel de filtro, segun lo descrito por Raskin (Raskin y cols. 1992) y estandarizado

en el Laboratorio de Genética de la Universidad del Rosario (Jay y cols. 2006).

Los primers utilizados fueron:

FORWARD: 5GTTTTCCTGGATTATGCCTGG 3’
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REVERSE: 5’ ATGCTTTGATGACGCTTCTGT 3

Los cuales fueron descritos por Raskin y cols. 1992

Buffer 1X

MgCI2 2,0 mM

Chelex 0,09%

dNTPs 0,07 mM

Primer F 0,5 pmol/ul

Primer R 0,5 pmol/pul

Tabla 6.1 Condiciones de PCR

Posteriormente se adicionan los discos de 3 mm de diametro y se continla asi:

1. Programa de liberacion del ADN de la mancha: tres ciclos:
a. 6 minutos, 94 °C
b. 3 minutos, 96 °C
c. 3 minutos, 55 °C

d. 3 veces el ciclo desde el segundo paso (b.).

Este proceso asegura la liberacion del DNA presente en el papel de filtro.

2. Adicion de 0,2 pl Taqg polimerasa 5U/ul
3. programa de amplificacion estandarizado:
a. 5 minutos, 94 °C para desnaturalizacion
b. 45 segundos, 94 °C
c. 45 segundos a 61 °C: alineacion de primers
d. 45 segundos a 72 °C: fase de extension
e. Se repite 39 veces desde segundo paso (b.)

f. 10 minutos de extension final, 72 °C.
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Analisis en gel de poliacrilamida al 10%, 120 voltios durante 1 hora. Se visualizan

los productos por tincion con bromuro de etidio.

9.10.2 Identificacion de la mutaciéon p.Gly542X

La técnica utilizada fue PCR directa, a partir de DNA extraido de sangre periférica.

Las condiciones de PCR son las siguientes:

SOLUCION CONCENTRADA

Buffer 10X

Primer 1 10pm/uL

Primer 2 10 pm/uL

Cloruro de Magnesio 50 mM

dNTPs 2 mM

Tag Polimerasa 1.2U/uL

Agua ultrapura

ADN

Tabla 6.2 Condiciones de PCR
Programa amplificaciéon estandarizado:

5 minutos para desnaturalizacion 94°C.
30 segundos, 94°C

30 segundos, anillamiento 52 °C

30 segundos, extension 72°C

Repetir 39 veces desde segundo paso (b.).

-~ 0o o o0 T p

10 minutos, extension final 72°C

Posteriormente se realiza restriccion con Enzima BstNI, durante 2 horas a 37°C
con las siguientes condiciones:

RESTRICCION

Enzima
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Buffer NEB

Agua ultrapura

9.10.3 Identificacion de la mutacion c.621+G>T:

La técnica utilizada fue PCR directa, a partir de DNA extraido de sangre periférica.

Las condiciones de PCR son las siguientes:

SOLUCION CONCENTRADA

Buffer 10X

Primer 1 10pm/uL

Primer 2 10 pm/uL

Cloruro de Magnesio 50 mM

dNTPs 2 mM

Tag Polimerasa 1.2U/uL

Agua ultrapura

ADN

Tabla 6.3 Condiciones de PCR
Programa amplificacion estandarizado:

5 minutos para desnaturalizacion 94°C.
45 segundos, 94°C

45 segundos, anillamiento 61 °C

42 segundos, extension 72°C

Repetir 39 veces desde segundo paso (b.).

~ 0o o 0 T p

10 minutos, extension final 72°C

Posteriormente se realiza restriccion con Enzima Msel, durante 2 horas a 37 °C
con las siguientes condiciones:
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RESTRICCION

Enzima

Buffer NEB

Agua ultrapura

9.10.4 Identificacion de la mutacién ¢.1811+1.6KbA>G:

La técnica utilizada fue PCR directa, a partir de DNA extraido de sangre periférica.

Las condiciones de PCR son las siguientes:

SOLUCION CONCENTRADA

Buffer 10X

Primer 1 10pm/uL

Primer 2 10 pm/uL

Cloruro de Magnesio 50 mM

dNTPs 2 mM

Tag Polimerasa 1.2U/uL

Agua ultrapura

ADN

Tabla 6.4 Condiciones de PCR
Programa amplificacion estandarizado:

5 minutos para desnaturalizacion 94°C.
45 segundos, 94°C

45 segundos, anillamiento 57 °C

45 segundos, extension 72°C

Repetir 39 veces desde segundo paso (b.).

-~ o o 0 T @

10 minutos, extension final 72°C
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Posteriormente se realiza restriccion con Enzima Fokl, durante 2 horas a 37°C con
las siguientes condiciones:

RESTRICCION

Enzima

Buffer NEB

Agua ultrapura
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10. RESULTADOS

10.1 CARACTERISTICAS DE LA POBLACION

Se analizaron en total 8.297 muestras de recién nacidos en Bogota entre abril y
septiembre de 2009, nacidos en diferentes hospitales de Bogota como se muestra

enla Tabla 7.

HOSPITAL PORCENTAJE
Hospital de Altamira 0,37%
Hospital de Bosa Nivel Il 4,25%
Hospital Universitario Nuestra | 1,03%
Sefiora de Candelaria
Centro Policlinico del Olaya 11,89%
Hospital Chapinero E.S.E 0,22%
CAMI Chircales 0,46%
CAMI Diana Turbay 0,03%
Hospital EI Carmen 1,5%
Hospital Engativa 3,56%
Clinica Eusalud 5,47%
Hospital de Fontib6n E.S.E 4,49%
Hospital Universitario Mayor 1,61%
Hospital Jerusalen 0,10%
Hospital Occidente Kennedy 10,47%
Hospital Materno Infantil 7,91%
Hospital Meissen E.S.E 3,89%
Clinica del Occidente 6,95%
Hospital Pablo VI Bosa 2,46%
Hospital Patio Bonito 0,20%
Hospital de la Perseverancia 0,02%
Hospital Samper Mendoza 0,11%
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Hospital San Blas Il Nivel 4,33%
CAMI Santa Librada 0,60%
Hospital Simén Bolivar E.S.E 3,73%
Hospital de Suba E.S.E 9,04%
Hospital Trinidad Galan 0,51%
Hospital del Tunal 6,41%
UCIN de Monterrey 0,02%
Hospital de Usme | Nivel 0,48%
CAMI Verbenal 0,21%
Hospital La Victoria 6,66%
Videlmedica 0,33%
Hospital Vista Hermosa 0,54%
TOTAL 100%

Tabla 7. Distribucién de los recién nacidos analizados segun el hospital que remite la muestra

Los hospitales que participaron se encuentran ubicados en zonas deprimidas de la
ciudad de Bogota. En la ciudad, se han constituido seis estratos socioeconémicos
cuyo objetivo primordial es establecer tarifas diferenciales para el pago de
servicios publicos de acuerdo al ingreso promedio de la familia que habita una
vivienda. Por otro lado, el Sistema General de Seguridad Social estd concebido
para ser conformado por dos grupos: personas del régimen contributivo y
pertenecientes al régimen subsidiado.

(http://www.encolombia.com/economia/Economiacolombiana/Estructuradelaecono

miacolombiana3.htm). Las zonas de influencia de los hospitales antes

enumerados son principalmente estratos socioecondémicos bajos, es decir donde
el ingreso per capita oscila entre 1 y 3 salarios minimos (84% de la poblacion en
Bogota) por trabajos formales, informales o subempleo (33,9% de la poblacién en
Bogota). Por otro lado, las personas que alli acuden para ser atendidos,
pertenecen al régimen subsidiado es decir, sus ingresos no les permiten aportar al

Sistema de Salud. A este grupo pertenece el 70% de la poblacién colombiana.
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Figura 5. Distribucion de los hospitales participantes por localidades. Tomado y
modificado de: www.bogotamiciudad.com pagina de la Camara de Comercio de Bogota.
http://174.142.53.171/Directorio/Detalles.aspx?BMC=134248

LOCALIDAD INSTITUCION PORCENTAIE
Usme H. Usme 0,48%
CAMI Sta Librada 0,60%

Ciudad Bolivar | La Candelaria 1,03%
H. Meissen 3,89%

H. Vista hermosa 0,54%

Bosa H. Bosa 4,25%
H. Pablo VI 2,46%

H. Jerusalen 0,10%

San Cristobal | C.P.Olaya 11,89%
CAMI Chircales 0,46%

CAMI Diana Turbay 0,03%

Suba H. Suba 9,04%
Engativa H. Engativa 3,56%
Kennedy H. Kennedy 10,47%
Clinica del Occidente 6,95%
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H. Materno Infantil 7,91%

CAMI Patio Bonito 0,20%

TOTAL 63,86%
Tabla 8. Localidades destino de personas victimas de desplazamiento forzado y su
representacion en la muestra objeto de la investigacion

Con el objetivo de evaluar la influencia que otras variables podrian tener en los
resultados de incremento de los valores de TIR diferentes a estar afectados por la
enfermedad, se consideraron las siguientes variables de morbilidad vy

conformacion por género de la poblacion, las cuales estan incluidas en las tablas 9

y 10.

Variables morbilidad OR Intervalo de | Chi P
Confianza cuadrado

Bajo peso al nacer (<2.500 | 1,305 0,386 — 4,410 0,185 0,667

ar)

Edad de la madre en afios

2025 Joar | SSL-9se0e,

30-39 3,141 ’ ’ 111 0,2903

>40 0,000

Tabla 9. Analisis de variables demograficas

Género Masculino Femenino No reportado

50,48% 49,51% 0,01%

Tabla 10. Distribucion de la poblacion por géneros.

La FQ no muestra una diferencia de presentacién entre géneros, por lo cual

diferencias en esta variable no serian estadisticamente significativas, y solo tienen
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como objetivo hacer una descripcion demografica de la poblacion incluida en el

estudio.

10.2 ANALISIS DE CURVAS DE CALIBRACION

Para analizar los datos obtenidos en el lector de ELISA, se obtuvo una gafica
lineal que compara la concentracion de tripsina con respecto a la absorbancia (Fig.
6), asi como el calculo del coeficiente de correlacion, pendiente e intercepto (Tabla

11).

CURVA DE CALIBRACION

180
160
n 140 /
120 /
/
100

80
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Figura 6. Curva de Calibracién
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CURVA g-(;ERRELACION INTERCEPTO PENDIENTE
1 0.980589715 0.269035903 0.269035903
2 0.980386712 0.25801906 0.261712355
3 0.990439251 0.203058161 0.016061984
4 0.984203060 0.300973568 0.015176438
5 0.988746393 0.271122948 0.015448626
6 0.993768370 0.148927067 0.014609108
7 0.981685323 0.276910537 0.014481112
8 0.988642527 0.271125946 0.015418123
9 0.988562326 0.238801047 0.013460391
10 0.987926032 0.231608492 0.011095885
11 0.997597759 0.122537305 0.015818598
12 0.995468061 0.118129756 0.013857592
13 0.989526238 0.264564512 0.014652410
14 0.996444932 0.108644233 0.014581301
15 0.985230091 0.233722693 0.014752150
16 0.980663458 0.271285069 0.011820288
17 0.989326221 0.253423121 0.013645691
18 0.983102151 0.300863657 0.014516563
19 0.987425032 0.232517382 0.011192775
20 0.990228224 0.132214716 0.015715492

Tabla 11.Curvas de calibracion

El analisis permitié observar que con el uso del calibrador de concentracion 331
ug/L, se perdia la linearidad de la grafica, obteniendo un coeficiente de correlacion
0.95, comparado con un valor de 0.99 a 0.98 de los otros calibradores. Por esta

razon este dato se obvio en los analisis posteriores.
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10.3 GRAFICA DE NORMALIDAD

La formacion de intervalos de confianza de 3 en 3 de los datos de concentracion
obtenidos del analisis de tripsina inmunoreactiva, permitieron la elaboracion de la

grafica de normalidad para este biomarcador ( Figura 7)

1400
1200
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800
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200

NUMERO DE MUESTRAS

VALORES DE IRT
Figura 7. Distribucién de valor de tripsina inmunorreactiva en muestras de sangre de cordén. Punto
de corte 60 ug/L. Percentil 95

10.4 PUNTO DE CORTE DE LA TRIPSINA

El andlisis de la curva de normalidad permiti6 determinar como punto de corte 60

ug/L, que corresponde a el percentil 95.

75



10.5 PROTOCOLOS DE TAMIZAJE NEONATAL PARA FIBROSIS
QUISTICA

Una vez analizadas las muestras provenientes de sangre de cordon umbilical y
establecido el punto de corte para la poblacidon en estudio, se analizaron los
distintos abordajes para determinar cual es el protocolo de identificacion de
individuos en riesgo como parte de un protocolo de Tamizaje Neonatal para

Fibrosis Quistica.

Se habian planteado tres abordajes, reportados también en la literatura (Corneau
y cols. 2007). El primero involucra la medicion de TIR en sangre de corddn
umbilical, seguido por la medicion de niveles de TIR en sangre de talon en quienes
se hayan encontrados niveles superiores al punto de corte en el primero, también

conocido como TIR/TIR (Chakraborty y cols. 1993).

El segundo abordaje involucra la medicion de TIR en cordén umbilical como punto
de partida y la determinacién de presencia de la mutacion p.Phe508del en quienes

el primero fue positivo, también conocido como TIR/DNA.

Este es un diagrama de los resultados:
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10.3.1 TIR/TIR

Se analizaron 8.297 muestras con los siguientes resultados.

e Niveles iguales o superiores a 60 ug/l: 85 muestras (1,03%)
e Exclusiones del estudio: No se obtuvieron muestras de talén en el 10% de
los pacientes con niveles de TIR positivos por:
o 2% fallecimiento
o 2% se rehdsan a continuar con el estudio.

o 6% datos falsos (no es posible contactarlos)

Utilizando los datos consignados en la base de datos, se realizaron los rellamados
para la toma de la segunda muestra de sangre de talén antes de los 2 meses de

edad.

Los rellamados se realizaron dentro de los 8 dias posteriores a la recoleccion de la
muestra, en promedio. Los responsables acudieron con los menores para la toma

de muestra de talon a los 20 dias desde el nacimiento, en promedio.
Resultados de muestras de talon (rellamados):

e 100% niveles inferiores a 50 pug/l

e El punto de corte esta definido por el fabricante del Kit (inserto del Kit

Neonatal IRT ELISA Bioclone®).

10.3.2 TIR/DNA
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Al 100% de las muestras de sangre de talén obtenidas se les realizdé analisis
molecular para la mutacion p.Phe508del por medio de PCR directa de papel de
filtro, con el método descrito previamente. En una de estas muestras se encontré

un alelo con la delecion, como se muestra a continuacion en la  Figura 9.

Figura 9. Mutacion p.Phe508del. Carril 2 y 3: Pacientes no portadores, Carril 4: Paciente
portador, Carril 5: Marcador de Peso, Carril 6: Control mutante heterocigoto, Carril 7 y 8:
Control sano, Carril 9: Blanco

Todos los pacientes fueron notificados para entregarles el reporte escrito donde se
consignaba el tipo de estudio realizado y los resultados obtenidos en el menor

(Anexo 2).
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El protocolo TIR/DNA dio positivo en un caso, encontrandose un heterocigoto para
la mutacion p.Phe508del por el método de PCR-heteroduplex previamente

descrito.

Se realiz6 la prueba de electrolitos en sudor, con la técnica de iontoforesis,

obteniendo un valor de 65 mmol/L, confirmando el diagnostico de FQ

Como se habia estipulado, se le brindé asesoria genética. Se obtuvo
consentimiento para ampliar la busqueda de las tres mutaciones mas
frecuentemente encontradas en Colombia: ¢.1811+1,6kbA>G, c.621+1KbG>T y
p.Gly542X (Mateus 2005) en DNA extraido de sangre periférica. El resultado para
el analisis molecular de estas mutaciones por medio de PCR y corte con enzimas

de restriccion, fue negativo, como se ilustra a continuacion:
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Figura 10. Mutacion p.Gly542X. Carril 2: Control portador, Carril 3 y 4.
Pacienteanalizador, Carril 5: Control sano, Carril 6: Marcador de Peso, Carril 7: Control
mutante homocigoto, Carril 8: Blanco.

Figura 11. Mutacién c¢.1.811+1.6kbA>G. Carril 3 y 4: Paciente no portador, Carril 5:
Control mutante heterocigoto, Carril 6: Marcador de Peso, Carril 7: Control sano, Carril 8:
Paciente no portador, Carril 9: Blanco
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Figura 12. Mutacion ¢.621+1G>T. Carril 3 y 4: Paciente no portador, Carril 5: Control
sano, Carril 6: Marcador de peso, Carril 7: Control mutante heterocigoto, Carril 8: Blanco.

10.3.3 TIR/DNA/TIR
Al paciente heterocigoto para la mutacion p.Phe508del se determiné el nivel de

TIR en sangre de talon. El valor fue por debajo del punto de corte (47 ug/L).

10.4 INCIDENCIA DE FIBROSIS QUISTICA EN LA MUESTRA
ANALIZADA

En los recién nacidos evaluados, analizando bajo la estrategia TIR/DNA se logro
identificar un afectado de Fibrosis Quistica que indica una incidencia de 1 en 8297

para la muestra analizada.
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10.4.1 comparacién con otras poblaciones
Teniendo los datos de incidencia de FQ para otras poblaciones a nivel mundial y la
incidencia esperada para Colombia, se calcul6 el estadistico z y el valor de P con

los siguientes resultados:

POBLACION INCIDENCIA | ValordeZ |ValordeP
Caucasicos 1/2.500 3,74 0
Afroamericanos | 1/15.000 0,9177 0,3588
Hawaii 1/89.000 2,7736 0.0055
México 1/9.000 0 1
Argentina 1/6.500 0,3849 0.7003
Brasil 1/6.900 0,1961 0.8445
Uruguay 1/9.600 0,2132 0,8312
Chile 1/8.000 0,2041 0,8382
Colombia 1/5.025 1,2375 0,2159
Bogota 1/7.225 0 1

Tabla 12. Comparacion de incidencia de FQ a nivel mundial, con la incidencia esperada
en Colombia. (Nivel de Significancia: 95%, P<0,05).
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11. DISCUSION

La FQ es una enfermedad de origen genético y herencia autosémica recesiva, con
compromiso multisistémico, y elevada morbilidad y mortalidad. El gen responsable
presenta gran heterogeneidad mutacional y las frecuencias de las mutaciones son
poblacion especificas. Un mejor entendimiento de la historia natural vy
fisiopatologia ha puesto en evidencia la importancia del diagnostico temprano para
mejorar la calidad de vida de los afectados, aumentar la sobrevida y disminuir los

costos para el sistema de salud.

La incidencia de la enfermedad varia segun la poblacion analizada. En Europa y
Canada la enfermedad se presenta en 1 en 2.500 RNV y la mutacibn mas
frecuente es p.Phe508del. En Estados Unidos la incidencia en la poblacion de
origen caucasico es similar, sin embargo, es uno de los paises con mayor
migracion extranjera y eso hace que existan variaciones en la frecuencia
mutacional y la incidencia segun la poblacion analizada. En Australia la incidencia
es de 1 en 2.500 y p.Phe508del la mutacibn mas frecuente (Balnaves y cols,
1995). En Hawaii, es de 1 en 89.000. En Centro América se conocen datos de
México de 1 en 9.000 RNV (Grebe y cols 1994), mientras que Cuba reporta
incidencia de 1 en 3.862 (Collazo y cols. 1995) En Sur América se conocen las
incidencias de Argentina 1 en 6.500 (Visich y cols 2002), Brasil 1 en 6.900
(Cabello y cols 1999), Uruguay 1 en 9.600 (Luzardo y cols 2002) y Chile 1 en

4.000 a 1 en 8.000 (Rios y cols 1994; Sanchez y cols. 2001; Astudillo y cols 2008).
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Los resultados del presente trabajo muestran una incidencia de 1 en 8.297 en la
muestra analizada, comparable con la reportada en otros paises latinoamericanos,

como se consigno anteriormente.

Los datos de incidencia en Latinoamérica, incluyendo la reportada en nuestro
estudio, varian de manera considerable, lo cual probablemente es el reflejo de la
heterogeneidad étnica de todas las poblaciones latinoamericanas (Pérez y cols.
2006). En paises como Uruguay, el principal componente es caucéasico (86% o
mas) con 6-11% de individuos de origen Africano y 1-2% Amerindio, mientras que
en Argentina (Oller y cols. 2006) se estima que cerca del 90% de la poblacién es
caucasica, lo que determinaria que la incidencia tuviera diferencias significativas
con nuestra poblacidon, que se caracteriza por ser mestiza hasta en un 57%,
resultado de la mezcla entre los espafioles y europeos que conquistaron y
colonizaron el territorio desde el siglo XVI hasta el XIX, los africanos importados
como esclavos desde el siglo XVII hasta comienzos del XIX, y los aborigenes
americanos (Luzardo y cols, 2002, Human Genetics Programme/Chronic Diseases
and health Promotion/ World Health Organization, 2002). Esta observacion, es
discutida por Cardoso y cols, 2004, quien reporta una baja presencia de Fibrosis
Quistica en Uruguayos descendientes de Europeos, explicado por el hecho de la
mezcla de acervos genéticos que se ha dado no solo en ese pais, sino en general
en Sur América, condicion que ha determinado modificaciones en la prevalencia
esperada para afectados y portadores de FQ en diferentes poblaciones
latinoamericanas (Cardoso y cols, 2004; Lesser 2006; Restrepo y cols 2000). De la

misma manera en algunas zonas de Europa como Francia, los programas de
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tamizaje han reportado frecuencias de FQ de hasta 1/8.885, valor mucho mas bajo
del esperado de 1/3.500 (Des Georges M et al, 2004); estos comportamientos
indican que en la variabilidad de aparicion de portadores y afectados de FQ debe
ser analizado el origen étnico, el mestizaje, la heterogeneidad de mutaciones y el

método de identificacion utilizado (Pérez y cols. 2006).

Determinar la incidencia de FQ en una poblacion permite establecer la pertinencia
de su inclusién en un programa de tamizaje neonatal, asi como su posible impacto
en salud publica. Los programas de tamizaje permiten la identificacion temprana
de los afectados. Actualmente paises como Estados Unidos, Canada, Australia,
Argentina y Brasil, entre otros, han implementado dichos programas. Las
estrategias utilizadas son: TIR/TIR, TIR/DNA O TIR/DNA/TIR y por lo general las
muestras analizadas son obtenidas de sangre de talon entre las primeras 72 horas

de vida.

En este estudio decidimos realizar el analisis de TIR en sangre de cordon
umbilical, teniendo en cuenta que para la medicion de TSH para Hipotiroidismo
congénito en el pais se utiliza esta muestra, por lo que se hace necesario que para
TIR se utilice la misma, facilitando asi la inclusion de enfermedades genéticas
importantes como la Fibrosis Quistica en los programas de Tamizaje (Carrillo y
cols. 1986). En Colombia y otros paises se ha identificado multiples factores que
no facilitan la toma de la muestra en talon a los 2 o 3 dias del nacimiento, como lo
son familias de recién nacidos que viven en zonas de dificil acceso, egresos
tempranos de la maternidad y desconocimiento de los padres acerca de la prueba
(Frometa, 2001).
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En Colombia no hay programas de Tamizaje Neonatal para esta enfermedad, ni se
tiene conocimiento acerca del comportamiento de la TIR, la cual es el biomarcador
de eleccion para los cribados ya establecidos en otros paises. La TIR es utilizada
en el Tamizaje porque esta enzima se ve alterada cuando hay un dafio en la
funcion exocrina del pancreas, a causa del defecto del gen CFTR, afeccion que se
puede presentar en el 85 al 95% de los pacientes. Este metabolito puede ser
facilmente evaluado a través de ensayos como el propuesto en esta investigacion,
mediante andlisis inmunoenzimaticos; este hecho es de gran importancia ya que
uno de los criterios de eleccion para que un metabolito sea usado como marcador

en tamizaje es que la metodologia de eleccion sea facil, accesible y eficaz.

El valor del punto de corte de la TIR en muestras de sangre de cordén umbilical
fue 60 ug/L. El establecimiento de un adecuado punto de corte es determinante en
la evaluacion posterior de la sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y
valor predictivo negativo para el programa de Tamizaje en que se vaya a utilizar el
biomarcador analizado. Generalmente los mejores resultados se logran si se
toman como normales los valores que se encuentran entre los percentiles 98 y 99.
Si tenemos en cuenta el comportamiento de la TIR en pacientes afectados con
FQ, un punto de corte con un valor mas bajo que el determinado en el presente
estudio, aumentara el numero de falsos positivos. Sin embargo, como este trabajo
pretendia establecer la incidencia real de la enfermedad, era preferible aumentar
el nimero de falsos positivos y no correr el riesgo de no identificar verdaderos

afectados, llevando a la aparicion de falsos negativos.
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Al identificar pacientes con niveles mayores al punto de corte es importante tener
en cuenta que no siempre significa que este tenga la enfermedad, los niveles de
TIR se pueden encontrar elevados por diversos factores como lo son, la diabetes
mellitus e insuficiencia pancreatica por otras causas como desnutricion, entre
otros, lo cual llevaria a la generacion de falsos positivos (Massie y cols. 2000). De
la misma manera es posible encontrar valores de TIR normales o disminuidos en
pacientes afectados dependiendo el compromiso pancreético, cuando este es
severo (necrosis pancreatica) se disminuye por completo la TIR (Sontag, 2006) o
en ileo meconial. También puede ser negativo en pacientes suficientes que
corresponden a cerca del 15% de los casos (Rodrigues y cols. 2008). Sin
embargo, se ha demostrado que un falso negativo del tamizaje neonatal no es

determinante para la sospecha clinica de FQ (MacLean, 2011).

Este es el primer estudio que establece el punto de corte de TIR en sangre de
cordén umbilical, en otros paises este se ha establecido en sangre de talén en

donde el valor normal oscila entre 50 y 70ug/L (LOopez, 1.998).

Al realizar la determinacion de TIR mediante técnicas inmunoenzimaticas es
importante el andlisis de las curvas de calibracién con el fin de verificar que la
lectura de las absorbancias de las muestras sean confiables, y asi se determine el
valor de concentracién exacto de cada una de ellas. Esta confiabilidad se sustenta
en el cumplimiento de la ley de Lambert-Beer que indica una directa dependencia
entre las variables de concentracién VS absorbancia. Si dicha relacién se cumple
se evidenciaran, para las curvas de calibracién, los coeficientes de correlacion

cercanos a 1 (Chang, 2002). En el presente estudio se observé que las curvas de
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calibracion perdian su linealidad, cuando era incluido el valor de absorbancia
correspondiente al calibrador de concentracion de 331.0 ug/L proporcionado por el
Kit, lo cual se presenta cuando se pierde la relacion lineal entre el valor de
absorbancia y la concentracion del calibrador. En este caso, logramos documentar
una desviacion de la ley de Lambert Beer negativa, ya que se observé que el valor
de absorbancia de este calibrador era menor que el esperado, y presentaba
valores casi iguales a los obtenidos para el calibrador de concentracion de 161
ug/L (anexo). Las desviaciones de la ley de Beer en concentraciones elevadas, se
explican ya que la distancia promedio entre los iones o moléculas de las especies
absorbentes disminuyen tanto que determina que cada particula afecta la
distribucion de carga y por lo tanto de absorcién de las particulas vecinas. Este
efecto lleva a que la energia transmitida sea muy pequefia, generando un error en
la lectura que es llamado error fotométrico (Baeza, 2.006). Esta desviaciéon de la
Ley de Beer puede generar, si no es detectada, errores en las lecturas de las
muestras, razén por la cual, este calibrador no fue tenido en cuenta en ninguna de
las mediciones de TIR realizadas en las muestras de sangre de los recién nacidos.
La solucion a la desviacion detectada es diluir el calibrador a concentraciones que
estén en el intervalo de lectura adecuado. En esta investigacion se utilizaron
calibradores dispuestos como manchas secas sobre papel filtro SyS 903, y no fue

posible corregir el error.

El analisis de los valores obtenidos para los controles altos y bajos suministrados
en el Kit evaluado, indican que estos se mantuvieron en el rango esperado, y la

mayoria de los datos se situaron en la tendencia central de control bajo en 50,31
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Mg/L (£ 6,12) y control alto en 120,16 pg/L (£16,54). La tendencia de los controles
es una medida que evalia el comportamiento de los datos bajo la curva de
calibracion usada para el dia del analisis y refuerza la confiabilidad y aceptabilidad
de los valores desconocidos de las muestras, obviamente con el analisis conjunto

de los coeficientes de correlacion anteriormente discutidos.

En cuanto a las variables sociodemograficas analizadas se determiné que el bajo
peso al nacer (<25009) incrementa 1,3 veces la probabilidad de encontrar elevada
la TIR, sin embargo este incremento no es estadisticamente significativo
(p=0,667), por lo que no podemos concluir que estas variables estén asociadas.
Aun asi, es importante resaltar que reportes de literatura previos hechos sobre
resultados masivos de programas de Tamizaje Neonatal, han indicado que una de
las causas de falsos positivos es el bajo peso al nacer. Esto puede estar
relacionado con pobre nutricién, de la cual el bajo peso al nacer es un indicador y
la insuficiencia pancreética transitoria es consecuencia, y explicaria por qué la TIR

se eleva (Kloosterboer, et al 2009).

En la presente investigacion se analizan tres estrategias, encontrandose que la
estrategia TIR/DNA identific6 un paciente afectado, en quien el test de electrolitos
en sudor fue positivo (Mishra y cols. 2008). Si comparamos este resultado con la
estrategia TIR/TIR, se evidencia que se obtuvo un falso negativo al analizar la
muestra de talon. En otras poblaciones se ha reportado un porcentaje de falsos
negativos de 15%, sensibilidad de 84,7% y especificidad de 98,6%. Sin embargo,
las limitaciones del presente estudio para hacer seguimiento a largo plazo de los

pacientes tamizados, no nos permiten conocer el nimero de falsos negativos. Solo
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se tiene la evidencia de un caso en el cual el nivel de TIR de talén se encontraba
por debajo del punto de corte, a pesar de ser afectado para FQ. Ademés la
estrategia TIR/DNA/TIR obtuvo un caso positivo, pero el andlisis de TIR en sangre
de talén no fue determinante y no se evitd la prueba confirmatoria de electrolitos
en sudor. Segun la literatura, esta estrategia tiene un porcentaje de falsos
negativos tan baja como 5,7%, con sensibilidad de 94,2% y especificidad de
98,2% (Paz-Valinas y cols 2004), en poblaciones donde la frecuencia de la
mutacion p.Phe508del es mucho més elevada que para la poblacién analizada en

esta investigacion (Paz-Valifias y cols. 2004, Mateus 2005).

Con respecto a las estrategias para el tamizaje neonatal de FQ, en la literatura
mundial el abordaje TIR/TIR es ampliamente utilizado, en especial para
poblaciones con alta heterogeneidad mutacional, puesto que el TIR es una forma
indirecta de medir la afeccién pancreética en el neonato (Ross 2008, Price 2006).
Las desventajas del método incluyen que el tripsinégeno es inestable si el analisis
no se realiza a tiempo o si el almacenamiento de las muestras no es el adecuado
(Pitt, 2010, Riley y cols, 1981). El poder predictivo es mayor cuando se toma una
segunda muestra dentro de las 2 a 4 semanas posteriores al nacimiento en todos
los neonatos analizados (Castellani y cols 1997). Esto se debe a que la primera
muestra de TIR tomada después del nacimiento tiene un bajo poder discriminativo,
pues puede estar elevada por otras causas, pero los niveles de la misma
disminuyen rapidamente en el neonato no afectado por FQ. Por esta razén la
prueba se repite antes de los 2 meses de edad, con lo que se aumenta el valor

predictivo positivo. En poblaciones donde se conocen las mutaciones mas
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frecuentemente asociadas con el fenotipo se utiliza la estrategia TIR/DNA con el
panel de mutaciones que ha probado mayor sensibilidad y especificidad. Y por
altimo la estrategia TIR/DNA/TIR, que busca disminuir el nUmero de pruebas de
electrolitos en sudor, analiza una segunda muestra el nivel de TIR, si se ha
encontrado una mutacion en CFTR. En todos los estudios, la prueba diagndstica

de referencia o Gold Standard fue electrolitos en sudor (Castellani, y cols. 1997).

En Latinoamérica los programas de Tamizaje Neonatal son recientes. En
Argentina se implemento la estrategia TIR/TIR y en Brasil TIR/DNA utilizando un
panel de mutaciones. Esto se debe en parte a que las incidencias que se han
reportado son disimiles, siendo en Argentina 1: 5.600 Recién Nacidos Vivos (RNV)

y en Brasil 1: 7.576 RNV (Raskin y cols 2008).

En Estados Unidos la poblacion es heterogénea y las mutaciones responsables de
la enfermedad varian segun el grupo analizado. En Afro-americanos la incidencia
es tan baja como 1 en 15.000 RNV y las mutaciones mas frecuentes después de
p.Phe508 del son: 3120+1G>A, p.Gly551Asp, 1717-1G>A, etc.; mientras que en el
grupo denominado Hispanos es de 1 en 9.200, siendo las mutaciones mas
prevalentes p.Phe508del, p.Gly542X, p.Arg334Trp, entre otras (Sugarman y cols.
2004). Habiendo observado estas variaciones, se ha sugerido incluir un nuevo
namero de mutaciones en el panel general de este pais, cuando se trate de

personas pertenecientes a estos dos grupos étnicos (Alper y cols. 2004).

Dentro de los inconvenientes encontrados durante el estudio, en particular para el

desarrollo del protocolo TIR/TIR se encuentran la dificultad para establecer
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comunicacion con los responsables de los recién nacidos, con resultados positivos
para tripsindgeno en sangre de cordon. Un porcentaje (10%) habian brindado
informacion falsa o equivocada al pedirles teléfonos de contacto y/o direccion de
residencia. Posiblemente porque pertenecen al grupo de poblacion pobre no
asegurada y que no podian pagar los gastos hospitalarios que acarrea la atencion
del parto, dieron informacion falsa para evitar sanciones y cobros por parte de la
Institucion Prestadora de Salud, una practica generalizada en esta poblacion. La
estrategia para prevenir este fendmeno, seria explicar a las madres la importancia
de dar datos precisos en el caso de necesitar una segunda muestra y asegurarles
gue no tiene costos adicionales, estrategia que ha sido efectiva para el caso del

hipotiroidismo (Satizabal y cols 2001).

Adicionalmente, fue dificil explicar al padre o acudiente del menor las razones
probables por las cuales el valor del examen habia sido alto sin generar mayor
aprehension, pero dejando claro la importancia de tomar una segunda muestra
para corroborar este primer valor e incluir al neonato en el estudio molecular. Este
aspecto ha sido observado en otros paises en los cuales se decidio implementar la
segunda toma de muestra como una parte normal de la evaluacién por el pediatra
en las primeras dos semanas posteriores al nacimiento (Castellani y cols. 1997).
Esta medida asegura que el porcentaje de personas gque no acuden a la cita para
la segunda muestra sea muy bajo y no genera ningun tipo de prejuicio en los

padres (Castellani y cols. 1997).

Una de las principales limitaciones del estudio fue la asistencia a toma de segunda

muestra. Razones culturales que incluyen la creencia de que los 40 dias
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posteriores al parto o cesérea, las madres deben permanecer en reposo absoluto.
Econdomicas por cuanto algunos no tienen los recursos para desplazarse en
transporte publico ni poseen medio de transporte privado. Igualmente algunos
manifestaron su preocupacion de que era una forma de atraerlos para luego
cobrarles la atencion del parto. Otros argumentaban que podrian perder el trabajo
al ausentarse, después de haber tomado los algun tiempo por motivo del
nacimiento del bebe, con lo que solo en el 87% de los casos fuera exitosa la toma

de la segunda muestra.

Para el protocolo TIR/DNA, se realizé6 PCR directa con el método descrito por
Raskin y estandarizada en el laboratorio de Genética Molecular de la Universidad
del Rosario (Jay y cols., 2006). Este protocolo tiene como ventajas que una sola
muestra de sangre, la de corddn, es suficiente y adecuada para el analisis
molecular (Rock, 2005; Castellani 1997). Se supera las limitaciones de
comunicacién con los padres, la ansiedad que se genera en los mismos y los
obstaculos que impiden que los padres acudan con sus hijos a la segunda toma
de muestra y que permitiria realizar el analisis al 100% de los pacientes que
positivos para el TIR en sangre de corddn. Fue este método el que permitid
identificar el paciente afectado (De Boeck y cols, 2006, Farrel y cols, 2008, Soultan

y cols, 2008).

Sin embargo, el protocolo TIR/DNA aumenta el hallazgo de portadores sanos de la
enfermedad y este no es el objetivo de un programa de tamizaje (Farrel y cols

2002, Corenau y cols 2004, Massie y cols. 2006), aunque se ha encontrado que
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esta informacion permite a las parejas tomar diferentes decisiones en cuanto a su
planificacion familiar que han disminuido notablemente la incidencia de la
enfermedad en estas poblaciones (Cunningham y cols, 1998; Roqué y cols, 2001;

Canadian Patient Data Registry National Report, 1995)

El otro inconveniente del protocolo TIR/DNA (p.Phe508del) es la evidente
heterogeneidad mutacional del gen a nivel mundial. La poblaciéon colombiana es el
resultado de la mezcla racial de indigenas que residian en el continente, con los
europeos conquistadores (Alonso y cols, 2007) y con africanos. Estudios de DNA
mitocondrial confirman esta poblacion resultante conocida como mestizo (Rodas y
cols. 2003, Keyeux y cols. 2002; Bobadilla y cols, 2002; Pérez y cols. 2006). Por
esta razén y a pesar de que la mutacion mas prevalente es p.Phe508del, su
frecuencia solo alcanza el 42% (Mateus, 2005). Los patrones de colonizacion,
mezcla racial y migracion, diferentes segun la regién por sus caracteristicas
climaticas y geogréficas, influyen tanto en la incidencia de FQ, como en la

caracterizacion molecular de la misma (Mateus, 2010. Datos no publicados).

El resultado es que 39% de las mutaciones para FQ en Colombia no se conoceny
se encuentran con frecuencia mutaciones raras al realizar analisis de
secuenciamiento del gen en pacientes con signos clinicos leves y pruebas de
electrolitos en sudor en zona gris o borderline (Keyeux, 2003; Massie y cols,
2000). Incluso en regiones europeas con alta incidencia de FQ, la heterogeneidad
genética de las poblaciones han hecho dificil alcanzar una buena sensibilidad y
especificidad del tamizaje neonatal y la recomendacién es que los paneles de

diagnéstico molecular sean desarrollados de manera especifica para cada
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poblacion (Mayell y cols, 2009; Castellani y cols, 2008). Estos resultados son
compatibles con lo observado al analizar la poblacién de neonatos del presente
estudio, por cuanto en el paciente identificado como portador para la mutacion
p.Phe508del, no se pudo identificar otra mutacion a pesar de realizarse el analisis
de las 3 mutaciones reportadas como mas frecuentes en Colombia (Mateus,

2005).

En Estados Unidos, el estado de Massachusets fue uno de los primeros en
implementar Tamizaje Neonatal y ha reportado los beneficios nutricionales en el
diagndstico temprano de la enfermedad (Farrell y cols 1997, Farrell y cols 2005,
Grosse y cols 2006, Lai y cols 2009). Igualmente, han reportado la disminucién en
la incidencia de la enfermedad. El mismo fenédmeno ha sido observado en Canadéa
(Dupuis y cols, 2005), Italia y Francia (Scotet y cols 2008) donde la disminucion en
la incidencia de la enfermedad se debe al asesoramiento genético y a la
decisiones de planificacion familiar de las parejas en riesgo o con un hijo afectado

diagnosticado tempranamente (Castellani y cols. 2008).

En Buenos Aires, Argentina, D Alessandro y colaboradores, encontraron que el
estado nutricional medido por medio del puntaje Z de peso para la edad mostraba
diferencias estadisticamente significativas entre el grupo diagnosticado por
Tamizaje Neonatal (-0.66+0.79) y el grupo diagnosticado por sintomas clinicos (-
2.33+1.32, P<0.001). La edad de diagndstico era 0.16+0.13 afios para el grupo de
Tamizaje y 1.03+1.23 afios para el grupo de sintomas clinicos. La patologia
pulmonar es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en

pacientes con FQ y uno de los que muestran menores diferencias
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estadisticamente significativas al comparar pacientes diagnosticados por Tamizaje
Neonatal contra pacientes diagnosticados clinicamente (D Alessandro y cols.
2009), puesto que la deteccion temprana de la enfermedad conlleva adecuada
monitorizacion de las manifestaciones clinicas de infecciones respiratorias,
prevencion de desnutricion, inicio precoz de terapias respiratorias y e inicio
oportuno de tratamiento antibiético cuando es requerido, disminuyendo el nimero
de hospitalizaciones y la permanencia en las instituciones, lo que a su vez
disminuye las probabilidad de adquirir infecciones nosocomiales (Farrel y cols.

2002; Rodriguez y cols. 2009).

La edad promedio de diagndstico de la enfermedad en Colombia es de 40,2
meses * 54.1 (Daza 2000, Mateus 2005). Si se compara con el caso de Argentina,
en el cual el diagndstico clinico se hace a los 1.03+1.23 afios, se puede entender
la baja expectativa de vida observada en los pacientes afectados por la
enfermedad en nuestro pais. En los paises industrializados se considera
diagnéstico tardio si el paciente tiene mas de 6 meses de edad, lo que demuestra
claramente el gran retraso en la sospecha diagnostica de esta entidad en

Colombia, hecho que demuestra la importancia del diagnéstico neonatal.

Ademas de consecuencias en la calidad de vida y la sobrevida de los pacientes,
se ha calculado en Estados Unidos, que el tratamiento basico de un afectado por
la enfermedad es aproximadamente US$10.000/afio, sin contar con las multiples
hospitalizaciones y medicamentos, cifra que podria ascender a US$40.000/afio

(Goodman y cols, 2002).
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Sin embargo, el diagndéstico temprano de la enfermedad por medio de Tamizaje
Neonatal debe ser evaluado segun la poblacién, pues existen diferentes

estrategias, segun la conformacion genética de cada una.

Para el caso particular de Colombia, el Tamizaje Neonatal para hipotiroidismo se
implemento6 con una incidencia estimada de 1:2.550 RNV y se utilizan muestras de
sangre de cordon umbilical porque la estadia de las pacientes posterior al parto es
corta y es dificil su localizacion después de abandonar la institucion (Satizabal y
cols 2001). Esta poblacion seria la primera en reportar la utilidad de medicion de
TIR en sangre de corddn umbilical. Una de las ventajas es que la toma de la
muestra estd adecuadamente estandarizada, asi como su manejo Yy
almacenamiento. En este estudio se estableci6 como criterio de exclusion
muestras con mas de 15 dias desde la toma hasta la recoleccién y procesamiento
que se llevaba a cabo entre los 2 y 3 dias siguientes para prevenir este fenébmeno.
Implementar el Tamizaje Neonatal para FQ en influiria notoriamente en la edad de
diagnéstico, que en la actualidad se hace por clinica y es en promedio de 40,2

meses * 54.1 (Daza 2000, Mateus 2005, Vasquez y cols. 2008).

Por lo tanto, existiendo de un programa de Tamizaje Neonatal en el que se
obtienen muestras de sangre de cordon umbilical, y habiendo comprobado que
esta muestra es Util para el analisis por medio de ELISA de los niveles de TIR en
sangre, se puede considerar el protocolo TIR/DNA como el protocolo de eleccién
para Tamizaje Neonatal para FQ en las regiones del pais que tengan una
frecuencia elevada del p.F508del (>50%). Sin embargo, su utilidad disminuye en

otras regiones, en las cuales la marcada heterogeneidad de mutaciones
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responsables de la enfermedad y el gran porcentaje de mutaciones desconocidas
harian que el protocolo TIR/DNA p.Phe508del hacen que sea insuficiente para

detectar a los pacientes en riesgo de desarrollar la enfermedad.
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12. CONCLUSIONES

La alta incidencia demostrada en Bogota de 1:8.267 RNV y esperada en el pais
(1:5.025 RNV), justifica la implementacion de Tamizaje Neonatal para FQ en
Colombia, puesto que el Sistema General de Seguridad Social en Salud se basa

en los principios de equidad y solidaridad para todos los colombianos.

El protocolo TIR/TIR demuestra diversos inconvenientes en la recoleccion de la
segunda muestra, por lo cual se deben implementar estrategias para corregir este

punto, como mayor informaciéon en el momento de la toma de la muestra.

El protocolo TIR/DNA posee ventajas en la recoleccion y procesamiento de las
muestras y se calcula que la sensibilidad y especificidad global serian mas
adecuadas, pero la heterogeneidad mutacional hace que sea inconveniente

adoptar esta estrategia en algunas regiones del pais.

El presente estudio permite concluir que la FQ es una entidad de alta prevalencia,
pero subdiagnosticada en la poblacion colombiana, con alta morbilidad y
mortalidad y generadora de altos costos en la atencion de salud de las personas
afectadas, todo lo cual es susceptible de ser modificado mediante el diagnostico
temprano, lo cual justifica la implementacion de Tamizaje Neonatal para FQ en

Colombia.

En Bogota el analisis de electrolitos en sudor se realiza con el método de Wescor
Macroduct®. Sin embargo el método de Gibson y Cooke que garantiza la

reproducibilidad y confiabilidad de la prueba no esta disponible en nuestro pais.
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13. PERSPECTIVAS

Es importante ampliar el estudio a las diferentes regiones del pais, ya que estudios
previos de este grupo, sugieren que las incidencias en otras regiones del pais,

podrian ser superiores a las de la poblacion de Bogota.

Un mayor y mejor conocimiento de las prevalencias mutacionales del gen, por
regiones, permitirian recomendaciones poblacidn-especificas, que permitirian
mayor costo-efectividad, menor sub-diagndstico y cambios en la historia natural de

la enfermedad en las personas afectadas.
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12. ANEXOS

ANEXO 1

1) Se depositaron discos de 3 mm de diametro en los pozos, ponchados con
la ayuda de ponchador automatico o manual, segun la disponibilidad del
mismo. Se evitd el extremo de la muestra.

2) Se depositaron ademas discos del mismo didametro de cada calibrador
propio del kit a utilizar.

3) Se pipeteo 100 pul de Reactivo Anticuerpo Neonatal TIR en cada pozo.

4) Se cubrieron las placas con la tapa correspondiente y se incubaron por 10
minutos en placa agitadora a temperatura 20-25 °C.
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5) Se incubaron las placas por 24 horas sin movimiento a temperatura de 20-
25°C.

6) Al dia siguiente se incubaron por 10 minutos en placa agitadora a la misma
temperatura (20-25 °C).

7) Después de la incubacion se removieron los discos.

8) Se lavaron los pozos cuatro veces con 250 ul de solucion de lavado.
Después del ultimo lavado se invirtieron las placas y se procedié a darles
golpes secos sobre papel absorbente para quitar solucion de lavado
restante y se verific6 que no quedaran burbujas en los pozos.

9) Se pipetearon 100 ul de solucion de reactivo de amplificacion neonatal TIR
en cada pozo.

10)Se cubrieron las placas con tapa y se incubaron por 10 minutos en placa
agitadora a 20-25 °C.

11)Posteriormente se repitid el ciclo de 4 lavados con solucion de lavado.

12)Se pipetearon 100 ul de la solucion de sustrato en cada pozo, teniendo en
cuanta que se debian contabilizar 10 minutos desde el momento en el que
se adiciona el sustrato dentro del primer pozo.

13)Se cubren las placas y se incuban a 20-25°C.

14)Una vez cumplido el tiempo para el primer pozo, se pipetean 50 ul de
solucion de parada estabilizadora con la misma secuencia de tiempo con la
que se adiciond el sustrato.

15)Se llevaron a lectura a 450 nm dentro de 30 minutos posterior a la
terminacion de la reaccion.

ANEXO 2

UNIVERSIDAD DEL ROSARIO
TAMIZAJE NEONATAL PARA FIBROSIS QUISTICA

Fecha de reporte: XX /XX /2009

Hijo(a) de: XX XXX

Fecha nacimiento: XX/ XX /09 Sexo:F__ M
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Fecha de toma de segunda muestra: XX/ XX /09

Valor cordon (12 prueba): Valor referencia > 60 ug/l: positivo

< 60 pg/l: negativo

Valor talon (2° prueba): Valor referencia > 50 pg/l: positivo

FIRMA:

< 50 pg/l: negativo

ANEXO 3

El analisis de mutacion por medio de corte con enzimas de
restriccion para las 3 mutaciones restantes previa amplificacion
por PCR segun condiciones previamente establecidas, p.G542X
con la enzima BSTNI, ¢.1811+1,6kbA>G con la enzima FOKI y
€.621+1KbG>T con la enzima MSEI incubandolas en calor seco
por 2 hrs a 37°C. Esta técnica permite la identificacion de la
mutacién al obtenerse bandas de diferentes pesos moleculares
ya establecidos segun el sitio donde se localiza la mutaciéon y

bandas integras cuando tal mutacién no esta presente.
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