Determinacion de las mutaciones mas frecuentes en pacientes
con fibrosis quistica, Ecuador. Analisis de mutaciones en el gen
CFTR por técnica de hibridacion reversa in situ y heteroduplex:
junio 1996—enero 2004

The most frequent mutation in patients with Cystic Fybrosis in
Ecuador. Using the techniques of reverse in situ hybridization
and heteroduplex to analyze mutations of the CFTR gene: june
1996 — january 2004.
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Resumen

La fibrosis quistica (FQ) es la enfermedad hereditaria mas comin
y letal que existe; es de caracter autosomico recesivo, de afeccion
multisistémica, causada por una mutacién en el gen CFTR (cystic
fibrosis transmembrane regulator) ubicado en el brazo largo del
cromosoma 7 (7q31.2).

Tipo de estudio: descriptivo.

Justificativo: Ecuador es uno de los pocos paises
latinoamericanos en los que aun no se conoce la verdadera
incidencia y frecuencia de las mutaciones que afectan a los
pacientes que padecen de fibrosis quistica.

Objetivos: Establecer el primer registro molecular de las
mutaciones mas frecuentes de la poblacion de FQ ecuatoriana.
Establecer la incidencia estimada de la enfermedad en el
Ecuador.

Resultados: Se incluyeron 62 pacientes en el estudio desde 1996
al 2004. Se determiné una incidencia estimada de 1:11.252
nacidos vivos durante el afio 2004, con un estimado de 25 nacidos
vivos afectos de fibrosis quistica durante el referido afio. La
frecuencia de las mutaciones halladas fue AF508 37.1%, G85E
8.9%, G542X 2.4%, N1303K 2.4%, G551D 1.6% y R334W 0.8%.
La frecuencia de la mutacion G85E (8,9%) encontrada en
Ecuador es la méas alta a nivel mundial, incluso mayor a la del sur
de Grecia de donde se cree que es originaria dicha mutacion.

Conclusiones y recomendaciones: La sensibilidad de los métodos
utilizados (heteroduplex e hibridacion reversa in situ) en relacién
a la poblacion ecuatoriana fue 53,22%, que representa el
porcentaje de mutaciones que se pudieron encontrar. Aunque
aceptable en relacion a los resultados encontrados a nivel
mundial, este porcentaje plantea la imprescindible necesidad de
utilizar secuenciacion para establecer ese gran porcentaje de
mutaciones que permanecen como no conocidas (WT).

Palabras clave: Mutaciones. Fibrosis quistica. Hibridacion
reversa. Proteina CFTR. Test de sudor.

Summary

Cystic Fybrosis is a autosomal recessive disease that is very
common. It affects multi-organs and caused by the mutation of
CFTR gene ( cystic fibrosis transmembrane regulator) which is
found on the long arm of chromosome 7.

Type of study: descriptive

Justification: Ecuador is one of the countries in Latin America
that we still don’t know the incidence and frequency of the
mutations that affect patients with Cystic Fybrosis.

Objectives:

o To establish which are the most common mutations in patients
with Cystic Fybrosis in Ecuador.
o To establish the incidence of this disease in Ecuador.

Results: In this study 62 patients were found during 1996 to 2004.
An incidence of 1:11252 born alive a total of 25 newborns had
cystic fybrosis during this year. The frequencies for the mutations
found were: [1F508:37.1%, G85E: 8.9%, G542X: 2.4%, N1303:
2.4%, G551D: 1.6%, R334W: 0.8%. The frequency of gene
mutation G85E has been found to be the highest in Ecuador other
to other countries including South of Greece where the mutation
originated.

Conclusion and Recommendations: The sensitivity of the
techniques used was 53.22% which represents the percentage of
mutations that were found. Even though this is acceptable in
relation to the results found worldwide, this percentage shows us
how important it is to use mutation screening to establish the
percentage of mutations that are unknown.

Key words: Mutations. Cystic Fybrosis. Reverse Hybridization.
CFTR protein. Sweat Test.
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Introduccion

La fibrosis quistica (FQ) es una alteracion
autosdmica recesiva, causada por una mutacion en
el gen de la FQ ubicado en el brazo largo del
cromosoma 7, que tiene como consecuencia la
produccién anormal de una proteina de 1480
aminoécidos Ilamada CFTR (cystic fibrosis
transmembrane regulator) que funciona como un
canal transmembrana regulando a su vez a los
canales de sodio y cloro a su alrededor #.

El resultado de dicha mutacion es el aumento
generalizado en la consistencia de las secreciones
glandulares, lo que se traduce en problemas como
infecciones  pulmonares a  repeticion y
bronquiectasias, insuficiencia pancreética, hepatitis
y esterilidad; que comprometen seriamente la
calidad de vida y modifican el normal desarrollo
del individuo afecto de esta patologia™.

El diagnostico de FQ se basa en un test de sudor
cuantitativo con cloro mayor o igual a 60 mEg/I
921%3 una o varias de las siguientes caracteristicas®
Enfermedad pulmonar obstructiva crénica
Insuficiencia pancreéatica exdcrina documentada
Historia familiar positiva

Presencia de dos mutaciones en el gen de la
fibrosis quistica

La identificacion molecular permite categorizar el
tipo de mutacion que tiene el paciente, y segun
aquello, pensar en mejor o peor pronostico del
paciente en cuanto a suficiencia pancreatica y por
ende a sobrevida®’. Ademés, el investigar la
mutacion que tiene el posible paciente facilita el
diagndstico en aquellos individuos que posean
resultados negativos en el test de sudor™.

Ecuador es uno de los paises latinoamericanos en
donde muy pocos son los trabajos realizados sobre
fibrosis quistica’®, de manera que ni siquiera se
conoce la frecuencia real de las mutaciones méas
comunes presentes en su poblacion de afectos®.

El presente trabajo apunté a establecer el
primer registro molecular de las mutaciones
mas frecuentes de la poblacién ecuatoriana que
padece de FQ.

Los objetivos fueron identificar las mutaciones
mas frecuentes que afectan a los nifios que padecen

FQ, en el Ecuador, analizando a una poblacion
significativa de afectos; y, establecer la incidencia
estimada de la enfermedad en el Ecuador.

Materiales y métodos

Se realizd un estudio descriptivo cuyo universo
fueron todos los pacientes agrupados en las
Fundaciones Fibrosis Quistica de Quito y
Guayaquil, que son las instituciones que agrupan a
casi todos los individuos afectos de dicha patologia
en el Ecuador. Se tomé como muestra a los
pacientes de dichas entidades que asistieron a la
convocatoria 'y, que Vvoluntariamente previo
consentimiento informado, aceptaron ser parte del
estudio durante el periodo 1996-2004. Se
incluyeron a los pacientes que tenian
manifestaciones clinicas de FQ y que ademas
tenian realizado un test de sudor positivo y se
excluyé a aquellos que no tenian realizada dicha
prueba.

Se extrajo ADN de sangre venosa periférica
utilizando el método modificado de salting out™ y
previa cuantificacion de su concentracion a 3ng/ul,
se guard6 el material genético obtenido (ADN) a
menos 20°C.

Posteriormente, y previa amplificacién enzimatica
0 PCR (Polimerase Chain Reaction) de los ADNs,
se estudio6 el gen CFTR por medio de la técnica de
heteroduplex para identificar la mutacion AF508.

En los pacientes homocigotos para esta mutacion
se di6 por concluido el estudio, mientras que los
pacientes que no tuvieron en su genotipo uno o
ambos alelos con esta mutacion (AF508) pasaron a
la siguiente fase del estudio.

En esta etapa se analizaron los ADNs por medio de
una técnica de hibridacion reversa in situ (test
INNO-LIiPA CFTR 29+Tn) que identifica las 29
mutaciones europeas mas frecuentes del gen de la
FQ [25] (E60X; G85E; 394delTT; 621+1G->T,;
R117H; 711+5G—>A,; 1078delT; R347P; R334W;
A455E; Tn; AF508; AI507; G542X; 1717-1G2>A;
G551D; R553X; R560T; Q552X; 2183AA->G;
2184delA; 2143delT; 2789+5G—>A; R1162X;
3659delC; 3849+10kb->T; 3905insT; W1282X;
S125IN y N1303K) ademés del alelo 5T,
relacionado con la ausencia bilateral de vasos
deferentes™. Con esta Ultima técnica, se
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corroboraron los resultados del estudio de AF508
con heterodiplex y se identificaron otras
mutaciones que presentaban los pacientes.
Posteriormente, se ingres6 toda la informacion
recabada en el programa Excel y se analizd la
frecuencia y los porcentajes en que se presento
cada mutacion, ademas, se analizaron las
principales caracteristicas de dichos pacientes
(edad, sexo, procedencia, test de sudor, etc.).

Finalmente, se entregaron los resultados de todas
las pruebas genéticas a las Fundaciones Fibrosis
Quistica de Guayaquil y Quito para que ellos a su
vez los entreguen a los pacientes.

Resultados y discusion

Desde enero de 1996 a enero del 2004 se
incluyeron 62 pacientes no relacionados
familiarmente y sin diferencias estadisticas en la
distribucion por sexo (figura 1). Hasta el momento
no hemos encontrado ningln estudio referente a
fibrosis quistica en el Ecuador que incluya un
namero de pacientes superior a este estudio.

Figura 1l

Distribucion de pacientes segln sexo

32 -
31,51
311
30,5 1
301
29,5 1
29

N° de pacientes

O Femenino

B Masculinho

Fuente: Autor

La distribucién por edades nos mostré un descenso
brusco del nimero de pacientes mayores de 15
afios (figura 2), reflejando quizas la poca sobrevida
que este grupo de pacientes logra en paises
subdesarrollados como el nuestro. Es decir que si
bien se reportan sobrevidas promedio de 32 afios
en paises desarrollados®, eso no se aplicaria en
nuestro pais, en donde menos de un cuarto de los
pacientes sobrepasaria esta edad.

Figura 2
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La mayoria de los pacientes provinieron de
Pichincha y Guayas (figura 3), probablemente
debido a que en esas provincias es donde funciona
la Fundacién Fibrosis Quistica como entidad
benéfica que presta ayuda econdmica y psicolégica
invalorable a los pacientes con FQ.

Otra posible explicacion de este fendmeno es que
ambas provincias son los lugares que cuentan con
centros médicos de importante nivel para el
diagndstico y atencidn de este tipo de pacientes.

Figura 3

Distribucion de pacientes
por provincias

O Guayas

@ Pichincha

0O H Oro

0O Manabi

B Tungurahua
O Azuay

@ Los Rios

Fuente: Autor

Para calcular la incidencia de la enfermedad en el
Ecuador tomamos al afio 2001 por ser el periodo
del dltimo censo poblacional en el pais; y, al
cantén Guayaquil por ser el sitio que registra la
mayor cantidad de migracion desde otras
provincias del Ecuador'.
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De esta manera, los nacidos vivos durante dicho
afio fueron 45.011' y los nacidos con FQ en dicho
periodo fueron 4, hallandose una incidencia de
1:11.252 nacidos vivos. Al proyectar estos datos al
nimero de nacidos vivos en todo el pais durante
dicho afio (278.170) se obtuvo un total de 25, que
deberia ser el nimero estimado de nacidos vivos
afectos de FQ durante ese periodo.

Esta incidencia estimada de fibrosis quistica es
menor a la reportada en otros paises de habla
hispana, 1:9,000 en México', 1:9,600 en
Uruguay®, 1:6,573 en Argentina® ?* siendo
atribuible a que en nuestro pais, a diferencia del
gran porcentaje de blancos que existen en los
paises antes citados, tres cuartas partes de la
poblacién es mestiza, con un porcentaje minimo

de blancos, indigenas, mulatos y negros'.

Al relacionar los niveles de cloro encontrados en el
test de sudor con el tipo de mutacion hallada, todas
las combinaciones de mutaciones proyectaron
niveles promedio de cloro superiores a 60mEg/L
(figura 4), efecto probablemente debido a que
ninguna de las mutaciones reportadas en este
estudio pertenece al grupo que se relaciona con
niveles bajos de cloro en el test de sudor*.

Figura 4
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Con respecto al andlisis de los genotipos, se
estudiaron 124 cromosomas, Se encontraron las
mutaciones en el 53.22% de todos los haplotipos
(figura 5) y se resolvieron completamente los
genotipos en 17 pacientes. WT fue el alelo mas

frecuente (46.8%) (Tabla 1) y estuvo presente en
casi todas las combinaciones de genotipos
encontradas (figura 6).

Este gran porcentaje agrupa a las mutaciones no
identificadas por los métodos empleados y nos
indica que dichas mutaciones pueden estar
distribuidas alrededor de cualquiera de los exones
e intrones que forman la secuencia completa de
ADN del gen de la fibrosis quistica.

Este fendmeno nos plantea el hecho que
seguramente existe un gran nimero de mutaciones
diferentes a las identificadas por INNO-LIPA,
pudiendo incluso no estar descritas ain en la
literatura y siendo estas Ultimas especificas de la
poblacién ecuatoriana.

Figura 5

Porcentaje de los cromosomas en los
que se encontré mutacién
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Fuente: Autor
Tabla 1
Mutacion Fr;(lzzleizggla Porcentaje
AF508 46 37.1
WT 58 46.8
G85E 11 8.9
G542X 3 2.4
G551D 2 1.6
R334W 1 0.8
N1303K 3 2.4
Total 124 100%

Fuente: Autor
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Figura 6
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AF508 fue el segundo alelo mas comun (37.1%),
con una frecuencia (tabla 1) un poco mayor a la
reportada en estudios anteriores en la poblacion
ecuatoriana'®, aunque menor que la reportada en la
mayoria de paises latinoamericanos (figura 7).
Estos datos pueden atribuirse a la distribucion
étnica que existe en los diferentes paises, pues a
diferencia de paises como Argentina, que poseen
un componente caucasico importante, Ecuador en
sus dos terceras partes se compone de gente
mestiza, con s6lo una décima parte de raza
blanca'?.
Figura 7
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Fuente: Ecuador n: 62 pacientes (presente estudio), Colombia n: 92
pacientes (Keyeux et al., 2003), Chile n: 57 pacientes (Repetto et al.,
2001), Argentina n: 220 pacientes (Visich et al., 2002), Uruguay n 52
pacientes (Luzardo et al., 2002), S&o Paulo n: 55 pacientes (Raskin, S.
& Fauez, F.R. 2001), Belém, North of Brazil n: 33 pacientes (De
Aradjo et al., 2005), Costa Rica n: 24 pacientes (Venegas et al., 2003),

México n: 97 (Orozco et al., 2000), Espafa (Bobadilla et al., 2002)
. .., 13,20,24,15,19,8,23,17,3
articulo de revision

La incidencia de la mutacion G85E en nuestra
poblacién es mucho mayor a la reportada hasta el
momento en cualquier estudio de distribucién de
mutaciones en el gen CFTR a nivel
latinoamericano (figura 8), y méas interesante aun a
nivel mundial, mayor que la descrita en el sur de
Grecia de donde se cree es originaria * °.

Figura 8
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Fuente: Ecuador n: 62 pacientes (presente estudio), Colombia n: 92
pacientes (Keyeux et al., 2003), Chile n: 57 pacientes (Repetto et al.,
2001), Argentina n: 220 pacientes (Visich et al., 2002), Uruguay n 52
pacientes (Luzardo et al., 2002), Séo Paulo n: 55 pacientes (Raskin, S.
& Fauez, F.R. 2001), Belém, North of Brazil n: 33 pacientes (De
Aradjo et al., 2005), Costa Rica n: 24 pacientes (Venegas et al., 2003),
Meéxico n: 97 (Orozco et al., 2000), Espafia (Bobadilla et al., 2002)
articulo de revision.

Es importante establecer que aungque nuestra
historia narra que la mayoria de la poblacion
ecuatoriana es descendiente de espafioles®, este
dato seria cuestionable seguln los datos encontrados
en el presente trabajo, pues tanto AF508 como
G542X, que son las dos principales mutaciones en
Espafa, se presentan en nuestro estudio en una
proporcion mucho menor (37.1% y 2.4%
respectivamente)®, de manera que se podria pensar
en la gran influencia que las poblaciones
originarias indigenas han hecho a la reserva
genética actual de la poblacion ecuatoriana. Esta
hipotesis es apoyada por el hecho que las
mutaciones mas frecuentes en nuestro pais (AF508
37.1%, G85E 8.9%, G542X 2.4%, N1303K 2.4%,
G551D 1.6% y R334W 0.8%) no concuerdan con
las mas frecuentes a nivel mundial y sus
porcentajes, AF508 66,8%, G542X 2,6%, N1303K
1,6%, G551D 1,5%, y W1282X 1%°.

Resulta vital el sefialar que la distribucion de la
mutacion G85E es mas uniforme alrededor de todo
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el Ecuador al compararla con la de AF508 (figuras
9y 10), pues aunque se presenta en menor nimero
de pacientes, se distribuye en 4 de las 7 provincias
de las que provinieron los pacientes y no solamente
en 3 provincias como lo hace AF508. De este
modo, cabria pensar que de realizarse un estudio
gue comprenda mayor cantidad de pacientes con
una distribucion inter-provincial mas homogénea,
quizas se encuentre una incidencia de G85E aun
mas alta que la reportada en este estudio.

Figura 9
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Si bien las pruebas moleculares son 100%
sensibles y 100% especificas para lo que estan
estudiando, la sensibilidad de los métodos
utilizados (heteroduplex e INNO-LiPA CFTR29 +
Tn) en relacién a la poblaciéon ecuatoriana fue
53,22%, que representa el porcentaje de
mutaciones que se pudieron encontrar. Aungue
aceptable en relacion a los resultados encontrados
a nivel mundial®, este porcentaje plantea la

imprescindible necesidad de utilizar secuenciacion
para establecer ese gran porcentaje de mutaciones
gue permanecen como no conocidas (WT).

Conclusiones

= La incidencia estimada de la Fibrosis Quistica
en el Ecuador es 1:11,252 nacidos vivos.

= Los porcentajes de las mutaciones encontradas
en la poblacion ecuatoriana de pacientes con
Fibrosis Quistica son: AF508 en 37.1%, G85E
en 8.9%, G542X en 2.4%, N1303K en 2.4%,
G551D en 1.6%, R334W en 0.8%.

= Segun la bibliografia analizada en este trabajo,
hasta el momento, la frecuencia de la mutacién
GB85E (8,9%) encontrada en nuestro pais es la
mas alta a nivel mundial, incluso mayor a la
del sur de Grecia de donde se cree que es
originaria dicha mutacion.

= Lasensibilidad de los métodos utilizados en
este estudio (heterodiplex e INNO-LiPA
CFTR 29 + Tn) en relacion a la poblacion es
de 53,22%.

Recomendaciones

Poner a disposicion de la comunidad los recursos
del Instituto de Biomedicina de la Universidad
Catolica de Guayaquil para el analisis molecular
del gen CFTR.

Estudiar por el método de secuenciacion los ADNs
de los pacientes en los que no se pudo conocer la
mutacion, de manera que se pueda establecer ese
gran porcentaje de mutaciones no encontradas,
quizas propias de nuestra poblacion.

Implementar politicas de salud publica idoneas
para establecer la real incidencia de Fibrosis
Quistica en el pais; existen claros indicios de la
existencia de casos no diagnosticados.
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