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RESUMEN

La fibrosis quistica es una enfermedad autosdmica recesiva causada por mutaciones del
gen CFTR. Esta enfermedad involucra el dafio pulmonar progresivo, insuficiencia
pancreatica, dificultad en la motilidad intestinal, y altas concentraciones de electrolitos
en el sudor. Mas de 1900 variaciones del gen CFTR han sido reportadas, la alta
heterogeneidad de mutaciones y su prevalencia se observan principalmente en América
Latina dificultando el diagnostico de la fibrosis quistica en esta region. A diferencia de
paises de Norteamérica y Europa donde la esperanza de vida para pacientes con fibrosis
quistica es de 38 afios, en Ecuador es de 9.5 afios. El diagndstico molecular de esta
enfermedad en pacientes ecuatorianos se realiza el en el exterior donde se evaliian
paneles de mutaciones comunes a nivel mundial en su mayoria de la poblacion
caucasica. Debido a la alta variabilidad en el genotipo de mutaciones del gen CFTR
entre paises, estas no necesariamente coinciden con las mutaciones del gen de la fibrosis
quistica en nuestro pais. Esta investigacion tuvo como objetivo determinar las
mutaciones en pacientes ecuatorianos con fibrosis quistica a través de la secuenciacion
de los 27 exones del gen CFTR, con el fin de establecer un panel de mutaciones
comunes en nuestra poblacioén que facilite el diagndstico de la enfermedad. El panel de
mutaciones sugerido por este estudio como screening inicial para pacientes con esta
enfermedad en Ecuador corresponde a las mutaciones p.F508del, p.G85E, p.W1098X,
p-R1162X, p.N1303K y adicionalmente la mutacion p. H609R que constituye el segundo

reporte a nivel mundial en la poblacion ecuatoriana.
Palabras clave:

e CFTR
e SECUENCIACION

e MUTACION

e HETEROGENEIDAD

e DIAGNOSTICO MOLECULAR
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ABSTRACT

Cystic fibrosis (CF) is an autosomal recessive disease caused by mutations in the CFTR
gene. CF involves the lung damage, exocrine pancreatic insufficiency, liver disease,
intestinal motility disorder and high concentrations of sweat chlorides due a mucus
hyperviscosity. To date, more than 1900 sequence variations in the CFTR gene have
been reported, the high heterogeneity of the mutation spectrum in CFTR gene has been
observed particularly in countries from Latin America, this disturbs the molecular
diagnosis of cystic fibrosis in this region. Developed countries from North America and
Europe provide timely diagnosis and management of the disease so life expectancy for
patients with cystic fibrosis is 38 years while in Ecuador is 9.5 years. Molecular
diagnosis of Ecuadorian patients with cystic fibrosis is made abroad, with panels of
common mutations worldwide that are predominantly Caucasian. Due to the high
variability of genotype CFTR gene mutations among countries, these do not necessarily
match with the mutations of this gene in our country. This research aimed to determine
mutations in patients with cystic fibrosis Ecuador through the sequencing of the 27
exons of the CFTR gene, in order to establish a panel of common mutations in our
population that helps the diagnosis of the cystic fibrosis in Ecuador. The panel of
mutations suggested by this study as an initial screening for patients with this disease in
Ecuador includes: p.F508del, p.G85E, p.W1098X, p.R1162X, p.N1303K mutations and
p. H609R mutation which is the second global report on the Ecuadorian population.

Keywords:
e CFTR
e SECUENCYNG
e MUTATION
e HETEROGENEITY
e MOLECULAR DIAGNOSIS



CAPITULO 1
INTRODUCCION

1.1 Formulacion del problema

La fibrosis quistica es una enfermedad autosémica recesiva causada por mutaciones
en el gen que codifica la proteina CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane Regulator),
corresponde a un deterioro multisistémico que como resultado de la generacion de
moco hiperviscoso produce dano progresivo en los pulmones e higado, insuficiencia
pancredtica exocrina, dificultad en la motilidad intestinal, infertilidad en hombres y
concentraciones altas de electrolitos en el sudor (Kan, Roth, Piltcher, & Oliveira,

2015).

Se han identificado mas de 1900 mutaciones del gen CFTR las cuales varian de
acuerdo al origen geografico y/o étnico (Derichs, 2013). El diagnéstico molecular de
la fibrosis quistica se dificulta principalmente en América Latina debido a la alta
variabilidad de mutaciones del gen CFTR entre paises (Luna, Pivettaa, Keyeuxb, &

Perez, 2007).

El promedio de vida de los pacientes con fibrosis quistica de paises desarrollados
de Norteamérica y Europa alcanza los 38 afios con la ayuda de un diagnostico
oportuno y programas de manejo de la enfermedad, mientras que en Latinoamérica
esta dentro de la segunda década de vida, y en Ecuador es de 9.5 afos (Hernandez &

Gonzalez, 2013).

El estudio del gen CFTR en pacientes ecuatorianos con fibrosis quistica utilizando
un panel de 29 mutaciones reportadas en Europa, encontr6 que la incidencia de la

mutacion p.F508del y p.G542X en Ecuador es diferente a la registrada en Espana,

incluso a la de Colombia, lo que demuestra una composicion genética diferente de la

poblacidn espafiola, ecuatoriana y colombiana, ademas el 50% de pacientes analizados
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en este estudio tienen mutaciones sin identificar (Valle, Burgos, Valle, Egas, & Ruiz,

2007).

En 1999, Paz y Mifio & otros, estudid en 14 sujetos ecuatorianos con fibrosis
quistica la mutacion AF508 considerada la mas comun a nivel mundial mediante PCR
y en 6 de ellos analizd siete mutaciones frecuentes en la poblacion europea (G542X,
NI1303K, 1717-1, W1282X, G551D, RS553X, A1507). La frecuencia de la mutacion
AF508 fue 26.92% y ninguna de las otras 7 fue detectada. Este estudio sugiri6 que al
menos el 46.15% de las mutaciones en la poblacion estudiada son diferentes a las mas

comunes de Europa (Paz y Mino, Pérez, Burgos, Davalos, & Leone, 1999).

1.2 Justificacion

En Ecuador se han investigado de 1 (H609R, delF508) a 29 mutaciones en mas de
80 pacientes de diferentes ciudades del Ecuador, pero las herramientas de diagndstico
son limitadas, siendo necesario realizarse pruebas diagndsticas en el exterior, lo que ha

incrementado los costos para al paciente, haciéndolas a veces inaccesibles.

Luna et. al (2007) indico6 que en primera instancia deberia someterse a los
pacientes con fibrosis quistica a un panel basico de las 6 mutaciones mas comunes en
América Latina (p.F508del, p.G542X, p.R1162X, p.N1303K , p.R334W, p.G85E) y
posteriormente a un panel de mutaciones particulares seleccionadas geograficamente

para los pacientes con genotipo desconocido (Luna, Pivettaa, Keyeuxb, & Perez, 2007).

La diversidad de mutaciones del gen CFTR a escala mundial y regional, genera la
necesidad de incrementar la investigacion de este gen en la poblacion ecuatoriana con
el fin de establecer paneles con mutaciones propias que permitan mejorar el
diagnostico de la enfermedad, y mucho mas en Ecuador donde la investigacion en esta

area es aun incipiente.



3

El estudio molecular del gen CFTR de Valle y otros en 2007 (Valle, Burgos, Valle,
Egas, & Ruiz, 2007) en pacientes ecuatorianos con fibrosis quistica, sugiere el uso de
métodos como la secuenciacion y el test de deleciones para identificar mutaciones

caracteristicas de la poblacidon, asi como lo han hecho otros paises hispanos.

La secuenciacion directa de los genes y la busqueda de reordenamientos
genomicos del gen CFTR puede detectar otras posibles mutaciones prevalentes a nivel
regional, esto mejoraria la confirmacion del diagnostico molecular, analisis portador y
el consejo genético, ademas de aportar en el desarrollo del cribado neonatal y la

generacion de pruebas rentables (Lay, Puga, Astudillo, & Repetto, 2011)

Este proyecto de investigacion por lo tanto, estd enfocado a determinar las
mutaciones del gen CFTR en la poblacion ecuatoriana utilizando el método de
secuenciacion, y con ello establecer un panel de mutaciones mas comunes para nuestra

poblacion.



1.3 Objetivos

1.3.1

1.3.2

General

Determinar las mutaciones del gen CFTR en pacientes ecuatorianos con fibrosis

quistica mediante secuenciacion de Sanger.

Especificos

Determinar si la prevalencia de la mutacion delF508 para este estudio es similar a
la reportada en otros paises de Latinoamérica.

Determinar las frecuencias de las mutaciones mas comunes: p.G85E, p.G542X,
p.G551D, p.R334W, p.N1303K reportadas en la poblacion ecuatoriana y
compararlas con estudios previos.

Identificar la presencia de la mutacion H609R reportada en un solo estudio previo
en Ecuador, en los individuos de este estudio y otras mutaciones no reportadas.

Definir un panel de mutaciones mas frecuentes en la poblacion ecuatoriana.



1.4 Marco teorico

1.4.1 Elgeny la proteina CFTR
1.4.1.1Gen CFTR

El gen regulador de la conductancia transmembrana de la fibrosis quistica (CFTR)
se encuentra ubicado en brazo largo del cromosoma 7 en la posicién q31.2, y pertenece
a la familia de los genes ABC (Genetics Home Reference, 2008), tiene alrededor de
250 kilobases por lo tanto presenta un blanco mutacional grande (Lay & Repetto,
2010), y codifica un mRNA de 6.5kb (Fanen & Hasnain, 2004). Est4 formado por 27
exones que en principio eran enumerados del 1 al 24, pero existen subdivisiones a y b

en los exones 6, 14 y 17 (Universal Mutation Database, 2005) Figura 1.

Correspondence numbering for exons and nucleotides

133 186 297 406 622 712 876 1002 1249
185 296 405 621 711 875 1001 1248 1341
1 54 165 274 490 580 744 870 1117
53 164 273 489 579 743 869 1116 1209
1342 1525 1237 1812 1899 2623 2752 2790 3041
1524 1716 1811 1898 2622 2751 2789 3040 3120
1210 1393 1585 1680 1767 2491 2620 2658 2909
1392 1584 1679 1766 2490 2619 2657 2908 2988
3121 3272 3500 3601 3850 4006 4096 4269 4375
9 3499 3600 3849 4005 4095 4268 4374 4572
) I o o
2989 3140 3368 3469 3718 3874 3964 4137 4243
3139 3367 3468 3717 3873 3963 4136 4242 4440

Common numbering (in white for exons and in black for nucleotides)
Recommended numbering (in red).

The first and last nucleotides are indicated for each exon.

cDNA RefSeq: NM_000492

Figura 1. Exones del gen CFTR
Fuente: Universal Mutation Database (2005)
Los genes de la familia casete de union a ATP (ABC) contienen la informacion
para formar proteinas de membrana celular transportadoras de varios tipos de
moléculas como grasas, azicares, aminodcidos y drogas. Estas proteinas se ubican en

varios tejidos del organismo y utilizan energia a partir de moléculas de ATP para
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mover sustancias a través de las membranas celulares. Se encuentran agrupadas en esta
familia porque tienen dominios comunes que se unen al ATP (Genetics Home

Reference, 2008)

El gen CFTR contiene las instrucciones para producir la proteina reguladora de la
conductancia transmembrana de la fibrosis quistica, presente en la membrana de las
células que producen secreciones (Genetics Home Reference, 2008). Esta proteina
actlla como un canal que transporta iones de cloro dentro y fuera de la células (CFTR
Science, 2015), también es reguladora de otros canales i6nicos como los que

transportan el Na+ y HCO3- (Ntimbane, y otros, 2008) Figura 2.

CFTR gene (DNA)

transcription mRNA message

NTRON

translation

extracellular space
chain of 1480 amino acids

CFTR . protein folding
protein cellmem!

+ transportto
— R, membrane

\D,/ intracellular space
chloride ion @

Figura 2. El gen y la proteina CFTR
Fuente: Nchpeg (sin afio)

1.4.1.2 Proteina CFTR
Es una glicoproteina de membrana de 1480 aminodcidos con un peso molecular de
180 kDa. Funciona como un canal transportador de cloruro, regulado por AMPc

(Ntimbane, y otros, 2008).
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Su estructura se basa en cinco dominios: dos transmembranales TMD1 y TMD?2
que forman el poro del canal, un dominio regulatorio R, y dos dominios de unién de

nucledtidos: NBD1 y NBD2 (Derichs, 2013) Figura 3.

Ccr Extracellular
A
[}
| —
©
S
£
( ( g
@©
&
v
@
a
R - DOMAIN
ADP + Pi ADP + Pi
v
Cr Intracellular

Figura 3. Estructura de la proteina CFTR
Fuente: Gene Medicine (2012)
Los dominios NBDs contienen una serie de motivos conservados que atrapan e

hidrolizan ATP, lo cual controla el transporte del canal (Gene Medicine, 2012).

La apertura del canal ocurre por la fosforilacion del dominio R por la proteina

quinasa A y la union de ATP a los dominios NBD1 y NBD2 (Derichs, 2013).

El aumento de los niveles de c-AMP dentro de una célula epitelial secretora
genera la activacion de la proteina quinasa A, que se une al sitio de fosforilacion en el
dominio R de la proteina CFTR, abriendo el canal. El canal de cloruro CFTR
basicamente es un atrayente electrostatico de los aniones de cloro en el medio
intracelular y extracelular, debido a los dominios cargados positivamente dentro del

canal (Schwarz, Gardner, Renwick, & Robinson, 2009)



1.4.1.2.1 Actividad de la proteina CFTR

La actividad total de la proteina corresponde al transporte total de iones mediado

por canales CFTR en la superficie celular y se encuentra determinada por (CFTR

Science, 2015):

e La cantidad de CFTR: el numero de canales de CFTR en la superficie celular

e La funcion del CFTR: la capacidad funcional de cada canal para abrir y

transportar de iones

La cantidad de proteina depende de la sintesis, transcripcion génica, empalme

adecuado, y la traducciéon del ARNm a la proteina CFTR, su posterior procesamiento,

maduracion y llegada la superficie celular. Otro factor importante es la estabilidad de la

proteina en la superficie, es decir, el tiempo que un canal CFTR permanece en la

superficie de la célula antes de ser eliminado y reciclado. La funcion del CFTR se

determina por la probabilidad de que el canal esté abierto, y la conductancia del

mismo. (CFTR Science, 2015)

1.4.1.2.2 Funciones de la proteina CFTR

La funcion de la proteina CFTR en los diferentes 6rganos, se resume en la Tabla 1.

Tabla 1.

Funciones de la proteina CFTR

Organo

Funcion de la proteina CFTR

Estructura nasal

Regular el equilibrio de sal y agua para la hidratacion normal
del mucus y su adecuado transporte en los conductos seno
nasales.

Pulmones

Ayuda a regular el equilibrio de sal y agua, permitiendo la
hidratacién normal de las vias respiratorias y el aclaramiento
mucociliar normal.

Conductos del
sudor

El cloro atraviesa los canales de la proteina CFTR,
generando una absorcion de sodio para mantener normales
los niveles de cloro en el sudor.

Organos

Regula el transporte de cloruro y bicarbonato CONTINUA—
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reproductores lo cual promueve el desarrollo normal del conducto deferente
en los varones. El balance de sal y agua ayuda a hidratar la
mucosa cervical en mujeres.

Tracto Regula el balance de electrolitos y fluidos, permitiendo la
gastrointestinal | hidratacion y el pH intestinal adecuado, asi como la
composicion normal de las secreciones intestinales.
Pancreas Regula el transporte de cloruro y bicarbonato para mantener
el volumen y pH normal de las secreciones pancredaticas.

Fuente: CFTR Science (2015).

1.4.1.3 Funcionamiento anormal de la proteina CFTR
Las mutaciones en el gen CFTR, y la posterior afectacion a la proteina que

codifica causa una serie de patologias, entre ellas estan (Genetics Home Reference, 2008):

e Ausencia congénita bilateral de los conductos deferentes
La mucosidad espesa generada por el defecto de la proteina CFTR y el consecuente
flujo anormal de iones cloruro y de agua, hace que los conductos deferentes que
transportan los espermatozoides a los testiculos se taponen , evitando que lleguen a
convertirse parte del semen, generando infertilidad.
o Fibrosis quistica
Como resultado de un transporte anormal de iones de cloruro y agua, las células
que recubren los conductos de los pulmones, el pancreas y otros 6rganos producen
moco anormalmente espeso y pegajoso. El moco anormal obstruye las vias
respiratorias y las glandulas, lo que lleva a los signos y sintomas caracteristicos de la
fibrosis quistica.
e Otros trastornos
No son numerosas las mutaciones en el gen CFTR asociadas en problemas aislados
que afectan al sistema digestivo o respiratorio: pancreatitis idiopatica, inflamacion del
pancreas que causa dolor abdominal, nduseas, vomitos y fiebre. Los cambios en el
gen CFTR se han asociado con la rinosinusitis y otros problemas respiratorios que se

fundamentan en el bloqueo parcial de las vias respiratorias.
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1.4.2 Mutaciones del gen CFTR
Mis de 1900 variaciones del gen CFTR han sido reportadas, de las cuales s6lo 20
mutaciones tienen una frecuencia > 0.1%, siendo la mas comun la mutacion
p.F508del, seguida por cuatro mutaciones p.G551D, p.W1282X, p.G542X vy

p-N1303K, con una prevalencia mundial entre el 1 al 3% cada una (Derichs, 2013)

De manera general, se han clasificado las mutaciones reportadas, en 6 categorias

(Derichs, 2013) Figura 4 :

Clase I y II: se caracterizan por la reduccion en la cantidad de proteina CFTR

expresada.

Las mutaciones de la clase I pueden ser mutaciones sin sentido y de cambio de
marco de lectura, asi como defectos en el empalme del ARNm. Las mutaciones de
clase II, incluyendo la p.F508del, producen defectos en el plegamiento o maduracion,

provocando una degradacion prematura de la proteina.
Clase II1 y IV: se caracterizan por el mal funcionamiento del canal CFTR.

Las mutaciones clase III resultan de una apertura limitada del canal debido a una
inadecuada union a los NBDs; un ejemplo es la p.G551D que representa del 2 al 3%

de las mutaciones CFTR en todo el mundo.

Las mutaciones clase IV se caracterizan porque aunque el canal sea capaz de abrir y
cerrarse, los iones de cloruro y bicarbonato no atraviesan libremente el canal debido a

defectos de conductancia.

Clase V: aunque existe produccion de CFTR normal, los problemas en la
regulacion transcripcional hacen que se genere poca cantidad de la proteina (Derichs,
2013). Estas mutaciones afectan a la regulacion de otros canales idnicos tales como el
canal de sodio ENaC y el canal de cloruro rectificador (ORCC) (Schwarz, Gardner,
Renwick, & Robinson, 2009).
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Clase VI: se caracterizan por la rotacion de la CFTR en la superficie del canal.

En la Tabla 2. Se resumen algunos ejemplos para cada una de las clases de

mutaciones:
Tabla 2.
Ejemplos de mutaciones del gen CFTR
Clase de mutacion Ejemplo
I p.Gly542X
c.489+1G>T (621+1G>T)
c.579+1G>T (711+1G>T)
II p-Phe508del
p.lle507del
p-Asnl1303Lys
I p-Gly551Asp
v p-Argl17His
p-Arg334Trp
\Y c.1210-12T[5] (alelo 5T)
¢.3140-26A>G (3272-26A>QG)
c.3850-2477C>T (3849+10kbC>T)

Fuente: Universal Mutation Database (2005)
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Figura 4. Mutaciones del gen CFTR.

Las mutaciones del gen CFTR se clasifican en 6 clases. Las clases I, II, Vy VIdan
como resultado en ausencia o reduccion de la cantidad de la proteina CFTR en la
membrana celular, mientras que las clases III y IV tienen influencia en la funcion o
actividad de CFTR en la membrana celular.

Fuente: Derichs (2013)
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1.4.2.1 Mutaciones mas comunes en Latinoamérica

En el 2007, un estudio de meta analisis recolectd datos de mutaciones reportadas en
10 paises de Latinoamérica: Argentina, Brasil, Chile, Colombia, México, Ecuador,
Venezuela, Costa Rica, Cuba, Uruguay (Luna, Pivettaa, Keyeuxb, & Perez, CFTR
gene analysis in Latin American CF patients: Heterogeneous origin and distribution of

mutations across the continent, 2007).

En los 4354 cromosomas de pacientes con fibrosis quistica analizados s, se
encontraron 89 mutaciones, de las cuales las mutaciones con una frecuencia >0.1%
fueron  p.F508del  (49.69%), p.G542X  (5.08%), p.NI303K (1.65%),
p-W1282X(1.13%) y p.R1162X (0.96%) . Adicionalmente se encontrd un 37.21% de

mutaciones desconocidas.

Las mutaciones denominadas “raras” con una frecuencia < 0.1% fueron p.R75X
3,c.W1089X ,c.406-1GNA,c.1898+1GNA, ¢.2686 2687insT, p.L206W ,p.I506T
,p-S5891 , c.711+1GNT , c¢.935delA , ¢.2055 2063del , c¢.2347delG ,
€.2566 2567insT, ¢.2789+2 2789+3ins, ¢.3199 3204del , ¢.3272-26ANG
c.4016_4017insT, las cuales fueron encontradas incluso en un solo paciente de un pais
especifico.

Un andlisis inicial deberia incluir el panel de las 6 mutaciones mas comunes:
p-F508del, p.G542X, p.R1162X, p.N1303K, p.R334W, p.G85E y posteriormente las
mutaciones seleccionadas geograficamente (mutaciones particulares o exones y limites

exon / intrén) en aquellos pacientes en los que el genotipo sigue siendo desconocido.
1.4.2.2 Mutaciones en Ecuador

En 1999, se realizd un estudio en 14 sujetos ecuatorianos para la deteccion de la
mutacion AF508 mediante PCR y en 6 de ellos se analizaron también siete mutaciones
frecuentes en la poblacion europea (G542X, N1303K, 1717-1, W1282X, G551D,
R553X, A1507), mediante el test INNO-Lipa. La frecuencia de AF508 fue 26.92% y
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ninguna de las otras siete fue detectada. Este estudio sugirié que al menos el 46.15%
de las mutaciones en la poblacion estudiada son diferentes a las mas comunes de

Europa (Paz y Mifio, Pérez, Burgos, Déavalos, & Leone, 1999)

Posteriormente, otro estudio determind que la incidencia de la enfermedad en
Ecuador es de 1:111.252 recién nacidos, y que las mutaciones mas comunes usando
un kit comercial con mutaciones de origen europeo son F508del (37.1%), G85E
(8.9%), G542X (2.4%), G551D (1.6%), R334W (0.8%), N1303K (2.4%) (Valle,
Burgos, Valle, Egas, & Ruiz, 2007).

Adicionalmente, una investigacion en 6 pacientes ecuatorianos con fibrosis quistica
reportaron que 4 de estos eran homocigotos para la mutacion H609R, la cual no ha
sido encontrada en otra poblacion (Moya, Glover, Mondé¢jar, Pastor, Fernandez, &

Sanchez, 2009).
1.4.3 Fibrosis Quistica

La fibrosis quistica es una de las enfermedades hereditarias autosémicas recesivas
mas comunes y estudiadas en la poblacion caucésica, donde afecta en 1 de cada 2500
individuos, sin embargo también ocurre con frecuencias diferentes en otras
poblaciones. Es un desorden multisistémico ya que involucra el dafio al sistema
pulmonar, pancredtico gastrointestinal y reproductivo, debido a las mutaciones del gen

que codifica la proteina CFTR (Schwarz, Gardner, Renwick, & Robinson, 2009)

El defecto en la proteina CFTR produce la pérdida de la conductancia de iones
cloruro, resultando en la absorcion incorrecta de sal en los conductos del sudor en la
piel, falta de componentes salinos y acuosos en las secreciones, o el aumento de la
viscosidad y el espesor de la mucosidad en las vias respiratorias y gastrointestinales

(Ntimbane, y otros, 2008).

Las manifestaciones mas comunes de la fibrosis quistica en los diferentes 6rganos,

se muestran a continuacion:
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En el sistema respiratorio

Es uno de los sistemas mas vulnerables en la fibrosis quistica, debido a que
el moco hiperviscoso bloquea las vias respiratorias generando un cuadro clinico
similar a las enfermedades obstructivas cronicas. Adicionalmente, la disfuncién de
la proteina CFTR predispone al paciente a la colonizacidon secundaria con bacterias
patogenas (Schwarz, Gardner, Renwick, & Robinson, 2009), como P. aeruginosa,
Burkholderia cepacia, Staphylococcus aureus y Haemophilus influenzae, que
probablemente participan en la progresion de la enfermedad (Ntimbane, y otros,

2008).

En el pancreas

El 99% de los pacientes con fibrosis quistica presentan insuficiencia
pancreatica, la proteina CFTR defectuosa provoca un volumen y fluidez reducidos
de las enzimas digestivas exocrinas. El aumento de la viscosidad de las secreciones
hace que las proenzimas digestivas se activen antes de alcanzar el duodeno
originando dafios e inflamacién en los conductillos pancreatico, lo que genera la
inflamacién crénica del pancreas. La disminucion de la capacidad exocrina de las
enzimas digestivas, produce la mala absorcion de grasas y proteinas (Schwarz,
Gardner, Renwick, & Robinson, 2009).

La fibrosis quistica ha sido también relacionada con la diabetes. La
homeostasis anormal de la glucosa en pacientes con FQ puede darse debido al
deterioro progresivo de la funcion de las células  en islotes de Langerhans, el
deterioro de la funcion de la hormona secretina intestinal de la insulina, y cambios

en la sensibilidad a la insulina. (Ntimbane, y otros, 2008).

Tracto gastrointestinal
En aproximadamente el 10% de los recién nacidos, el ileo meconial

es un signo importante de la fibrosis quistica. Algunas manifestaciones como
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varices esofagicas y esofagitis péptica no se producen como resultado directo de las
mutaciones del gen CFTR, debido a que esta mucosa no contiene proteina CFTR,
pero si en el intestino delgado y en menor medida en el intestino grueso (con menos
CFTR), el transporte de cloro inadecuado produce una mucosidad pegajosa y
espesa, lo que reduce su capacidad de absorcion (Schwarz, Gardner, Renwick, &

Robinson, 2009).

1.4.3.1 Métodos de diagndostico de la Fibrosis Quistica

El diagnostico de la fibrosis quistica se establece cuando los individuos
presentan una o mas caracteristicas fenotipicas propias de la enfermedad, ademas

una evidencia de la anormalidad en la funcién del gen CFTR de acuerdo a:

e La presencia de variantes alélicas patogénicas del gen CFTR
e Dos valores de cloruro en el sudor anormales (> 60 mEq / L).
e Medidas del diferencial transepitelial nasal (NPD)

e Niveles elevados de la IRT, como método de diagndstico en recién nacidos

Entre las principales ccaracteristicas fenotipicas de la FQ se encuentran las
enfermedades cronicas sinopulmonares: tos crénica y produccion de esputo,
sibilancias y atrapamiento de aire, colonizacién persistente con patdgenos.
También alteraciones nutricionales gastrointestinales: ileo meconial, prolapso
rectal, malabsorcién /insuficiencia pancredtica, esteatorrea, o sindromes de
pérdida de sal, disminuciéon aguda de sal, alcalosis metabdlica cronica,

deshidratacion hipoclorémica (Moskowitz, y otros, 2008)

1.4.3.1.1 Pruebas moleculares
Las técnicas moleculares para el analisis del gen CFTR se clasifican en dos

grupos:

Dirigidos a mutaciones conocidas
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Pruebas en muestras de ADN para definir la presencia o ausencia de mutaciones
especificas.

Métodos de exploracion: analisis del gen CFTR para encontrar cualquier
desviacion de la secuencia estandar. Estos incluyen la busqueda de grandes
reordenamientos del gen CFTR desconocidos, incluyendo grandes deleciones,
inserciones, duplicaciones (MLPA)

Los reordenamientos que pueden pasarse por alto utilizando ensayos de
amplificacion convencional, se ha encontrado que ocurren en hasta el 2% de

los alelos en los pacientes con FQ.

Dirigidos a mutaciones no detectadas: Pueden estar dentro de los intrones o

regiones reguladoras, que no se analizan de forma rutinaria.

Analisis de marcadores de microsatélites : Adicional al estudio directo del gen
CFTR, se puede utilizar los microsatélites para polimorfismos, esto es
recomendado para estudios familiares de la Fibrosis Quistica (Dequeker, y

otros, 2009)

En la Tabla 16 (Anexos) se presentan las técnicas moleculares de acuerdo a
esta clasificacion, siendo la secuenciacion una técnica de primera linea o de
confirmacion después de una prueba de cribado, con aproximadamente 100%

de sensibilidad.

Estrategia de diagndstico

En la mayoria de casos, es recomendable seguir la siguiente estrategia:

1. Tontoforesis pilocarpina cuantitativa para determinar la concentracion de cloruro

en el sudor.

El test del cloruro en el sudor es un método bioquimico para confirmar el
diagnostico clinico de fibrosis quistica, debido a que en esta enfermedad las
alteraciones en el transporte idnico incluyen una conductancia reducida del cloro

transepitelial y un incremento en la tasa basal de absorcion de sodio. Valores de
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Cloro en el sudor mayores a 60 mEq/L se considera un resultado positivo (el
cual debe ser confirmado por segunda vez), un valor limitrofe se encuentra entre
40 y 60 mEq/L limitrofe y el resultado es negativo cuando el valor es menor de

40 mEq/L (Hernandez & Gonzélez, 2013).

2. Pruebas moleculares genéticas del gen CFTR con objetivos:
a. Diagnostico: si la prueba de cloruro en el sudor no se encuentra
disponible, o no es informativa
b. Prondstico y epidemioldgico: para personas diagnosticadas con FQ en
base a las pruebas de cloruro en el sudor
3. Mediciones del diferencial de potencial nasal transepitelial (NPD) para
confirmar el diagnostico de FQ en individuos sintomaticos con pruebas dudosas
de cloruro en el sudor, o en los que se ha detectado s6lo una o ninguna CFTR

mutacion causante de la enfermedad (Moskowitz, y otros, 2008)

Adicionalmente existen algoritmos para los diferentes casos (Dequeker, y otros,

2009):

e Pruebas de diagnostico en la presentacion tipica de FQ Figura 5.
e Pruebas de diagnéstico en la presentacion clinica atipica y /
o prueba limitrofe sudor Figura 6.

e Prueba de portador CF en individuos con historia familiar positiva Figura 7.



Typical CF presentation
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Figura 5. Algoritmo de diagnostico para pacientes con cuadro tipico de FQ
Fuente: Dequeker, y otros (2009)
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Figura 6. Algoritmo de diagnostico para pacientes con cuadro atipico de FQ
Fuente: Dequeker, y otros (2009)
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Figura 7. Algoritmo de diagnostico para portadores de FQ
Fuente: Dequeker, y otros (2009)

1.4.4 Secuenciacion

La secuenciacion por el método de Sanger emplea la DNA polimerasa para generar
copias de una cadena molde de DNA de doble cadena en cadenas simples, mediante la
adicion de nucledtidos a la nueva cadena. La elongacion de la cadena se produce en el

extremo 3 'del cebador (Rogers, 2006).

La polimerasa utiliza los cuatro desoxinucleo6sidos trifosfato (INTP) y una pequefia
cantidad de didesoxinucledsido trifosfato (ddNTP), anélogos a los dNTPs. Los ddNTPs
se diferencian de los dNTPs normales ya que en el carbono 2’y 3’ de la desoxirribosa,

se encuentra un —H en lugar de un —OH. (Dorado, 2004).

El DNA en estado monocatenario es mezclado con un primer o iniciador y se divide
en cuatro alicuotas, cada una de estas contiene DNA polimerasa, cuatro

desoxirribonucleotidos trifosfatos (ANTPs) y un terminador de la replicacion (ddNTP).
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Cada reaccion procede hasta que se anade un nucledtido de terminacién de
replicacion (Winnick, 2004), ya que estos no tienen el extremo 3’—OH, la DNA
polimerasa ya no puede unirle el siguiente nucledtido y la reaccion finaliza (Dorado,

2004).

Las alicuotas se cargan en carriles separados de un gel y se corre una electroforesis
para separar los fragmentos en funcion de su peso molecular, y a partir de esto se

infiere la secuencia (Winnick, 2004) Figura 8.

Ned Shaw

Strand to be sequenced

W © THE SANGER METHOD: Single-stranded DNA is
pame’ mixed with a primer and split into four aliquots, each

containing DNA polymerase, four deoxyribonucleotide triphos-
phates and a replication terminator. Each reaction proceeds until a replication-terminating
nucleotide is added. The mixtures are loaded into separate lanes of a gel and electrophoresis is used to
separate the DNA fragments. The sequence of the original strand is inferred from the results. (See p. 40
for an illustration of a high-speed DNA sequencer.)

Figura 8. Secuenciacion de Sanger
Fuente: Winnick(2004)

1.4.4.1 Método de secuenciacion por ciclos térmicos
Es una adaptacion del método dideoxi de terminacion de cadena (Método de
Sanger), con una combinacion de una reaccion tipo PCR. Se sustituye la Sequenase por
una ADN polimerasa termoestable, el procedimiento incluye ciclos de

desnaturalizacion, alineamiento y extension, similar a una PCR (Zabala, 2005).

Esta técnica ofrece ventajas con respecto al método convencional de un solo ciclo,

debido a que la reaccion puede ser llevada en temperaturas mas altas para evitar las
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reacciones inespecificas de alineacion de primers y requiere menos ADN molde
debido a que el producto es linealmente amplificado en cada uno de los sitios (Zabala,

2005).

1.4.4.2 Secuenciacion automatizada

La secuenciacion automatizada utiliza el fundamento del método de Sanger, pero el
analisis de los fragmentos obtenidos en lugar de realizarse a través de geles de
poliacrilamida, ha sido sustituido por métodos automatizados (Life technologies,
2015).
Los productos de las 4 reacciones de secuenciacion ya no usa un mismo marcaje, Sino
cada didesoxinucleotidos tiene un marcador fluorescente. Al excitar con un laser, los 4
tipos diferentes de productos se detectan y la intensidad de la fluorescencia se traduce

en picos (Life technologies, 2015) Figura 9.

1.4.4.3 Electroforesis capilar
Durante la electroforesis capilar, los productos de la secuenciacién ciclica se
inyectan electrocinéticamente en capilares llenos de polimero, se aplica alto voltaje
para que los fragmentos de ADN cargadas negativamente se muevan a través del
polimero de los capilares, hacia el electrodo positivos. En su trayecto, los fragmentos
de ADN marcados con fluorescencia, separados por tamafio, se mueven a través de un

rayo laser que excitan la fluorescencia (Life technologies, 2015) Figura 9.



23

Copyright © The McGraw-Hill Companies, Inc. Permission required for reproduction or display.

Unsequenced DNA

GCCGCTGACCGAC

GCCGCTGACCGAC CGGCGACTGGCTG G 13nucleotides
long
i GCCGCTGACCGAC
Primer CGGCGACTGGCH «== T 12 nucleotides
e — long
CGGCG i .
— GCCGCTGACCGAC
+ CGGCGACTGG[C - C 11 nucleotides

DNA
polymerase

L J
0

GCCGCTGACCGAC

Sequencing cGGCGACTG[G

[ ] Electrophoresis

Gel

long

G 10 nucleotides Seguencing
=

long

Automated

Computer output

lnew|

J \ \
GCCGCTGACCGAC
* CGGCGACTE G 9 nucleotides ACTGGCTaG
A c ; ! long
G T GCCGCTGACCGAC )
Unlabeled nucleotides [CGGCGAC. ‘ -_— T8 Inucleotldes
: ] ong
% GCCGCTGACCGAC
CGGCGA[E « C 7 nucleotides
& - : long
G m GCCGCTGACCGAC
Labeled (Al A 6 nucleotides

dideoxynucleotides

CGGCG
[

long

Figura 9.Secuenciacion automatizada
Fuente: Life technologies (2015)

1.5 Sistema de hipotesis

e La prevalencia de las mutaciones méas comunes reportadas en estudios previos para
la poblacién ecuatoriana y en América Latina, es similar a la encontrada en este
estudio.

e Existen mutaciones no reportadas en pacientes ecuatorianos con fibrosis quistica.
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CAPITULO 2
MATERIALES Y METODOS
2.1 Participantes

Laboratorios Especializados NETLAB brind6 el financiamiento de este

proyecto.

Esta investigacion se llevo a cabo por parte de la Srta. Sofia Carolina Ortiz
Santander, egresada de la carrera de Ingenieria en Biotecnologia, bajo la
supervision de Santiago Aguirre, M.Sc Jefe del Area de Biologia Molecular de

NETLAB.

Como directora del proyecto, la Dra. Patricia Jiménez, M.Sc Docente-

investigadora de la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE.

La Fundacion Ecuatoriana de Fibrosis Quistica facilité el contacto con los
pacientes con fibrosis quistica para la toma de muestras de sangre requeridas para la

identificacion de mutaciones del gen CFTR en este proyecto.

2.2 Zona de estudio
El trabajo de investigacion se realizo en el Area de Biologia Molecular de
NETLAB Laboratorios Especializados ubicado en Calle “A” (Oe7A) N31-145 y

Av. Mariana de Jesus, Quito- Ecuador

2.3 Periodo de Investigacion

Este proyecto inici6 en Marzo y concluy6 en Septiembre del 2015.
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2.4 Procedimientos

2.4.1 Muestras clinicas

Se establecid contacto con la Fundacion Ecuatoriana de Fibrosis Quistica, la
cual registra pacientes con esta enfermedad en Ecuador.

El 18 de Abril de 2015 se realiz6 la jornada de toma de muestras de sangre
en 48 pacientes con diagndstico o sospecha clinica de fibrosis quistica
pertenecientes a la fundacion. Previo a esto, se les entregd el consentimiento
informado para su lectura y firma por parte del paciente, o de sus padres en caso de

menores de edad.

De cada paciente se extrajo de 3 a 5Sml de sangre venosa en tubos vacutainer
con EDTA, en el caso de muestras pediatricas, la toma de sangre se realizd por
goteo. Las muestras fueron transportadas el mismo dia a Laboratorios

Especializados NETLAB para su refrigeracion.

2.4.2 Extraccion de ADN
La extraccion de ADN para cada una de las muestras se realizé en el sistema

automatizado Qiacube de Qiagen.

El ADN se cuantific en el equipo NanoQuant Infinite 200, se colocaron 2ul
de ADN de cada muestra para su lectura con el fin de asegurar una cantidad de

ADN >5 ng/ul y un Radioyeonso >1.7 y 2 (Veldzquez, Martinez, & Romero, 2007)

2.4.3 Amplificacion por Reaccion en Cadena de la Polimerasa de los exones del

Gen CFTR.

Se amplificaron los 27 exones del gen CFTR a partir del ADN extraido de

cada paciente utilizando los primers disefiados para el estudio Scanning the Cystic
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Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator Gene Using High-Resolution
DNA Melting Analysis (Montgomery, Wittwer, Kent, & Zhou, 2007), y el kit Taq
DNA Polymerase de Invitrogen siguiendo las instrucciones sugeridas por el

fabricante.

El protocolo de amplificacion para cada uno de los exones se realizo en el
termociclador Gene Amp PCR System 9700 de Applied Byosistems, y se describe
en la Tabla 3.

Tabla 3.
Protocolo de PCR
Temperatura Tiempo Ciclos

95°C 5 min 1
95°C 30s
50°C 30s 40
72°C 30s
72°C 7 min 1
4°C 0

Fuente: NETLAB (2014)
2.4.4 Electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR

Para verificar la amplificacion de los exones del gen CFTR se realizo
electroforesis en gel de agarosa al 2% con 5Sul Bromuro de etidio (5mg/ul) , Blue
Juice como buffer de carga y se agreg6 el producto amplificado, en una relacion

1:10.

Como marcador de peso molecular se utilizo el Tracklt 100 bp DNA
Ladder, para determinar los tamafios de los fragmentos para cada uno de los
exones, que deben concordar con los de Montgomery et. al,2007 Tabla 17.

Anexos
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2.4.5 Purificacion de los productos de PCR

Una vez verificado la presencia del amplicon con su adecuado tamano, se
purificd con el método de precipitacion etanol/acetato de sodio de (Francis, 2005)
modificado, con el fin de eliminar ANTPS y primers no incorporados a las cadenas

amplificadas Tabla 4.

Tabla 4.
Protocolos de purificacion
Protocolo Original Protocolo Modificado Explicacion

(Francis, 2005)

Para 25 ul de reaccion: Para 25 ul de reaccion:

1. Afadir 2.5 pl de | 1. Afadir 2.5 pul de acetato
acetato de sodio 3 M. de sodio 3 M.

2. Anadir 62.5 pl de| 2. Afadir 62.5 ul de etanol
etanol al 100% al 100% (almacenado a —
(almacenado a —20 C) 20 C)

3. Sellar la placa y| 3. Sellar la placa y mezclar
mezclar invirtiendo 4 invirtiendo 4 veces
veces 4. Incubar a —20 C por 20

4. Incubar a 20 C por 20 min.

min.

5. Centrifugar la placa a | 5. Centrifugar la placa a | No se contaba con

2.500g y 4 C por 30 2.500g por 30 min centrifuga de placas
min con control de
temperatura

6. Invertir la placa para | 6. Invertir la placa para | En los primeros
remover ETOH; 'y remover  ETOH; y | ensayos al
centrifugar a 185g por centrifugar a 90g por un | centrifugar la placa

un minuto minuto CONTINUA—
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invertida a 185g se
obtenia una
concentracion muy
baja por lo que
probablemente el
ADN se estaba
perdiendo a 185g’s
por lo que se

redujeron a la mitad

centrifugar a 185g por

un minuto

aproximadamente.
. Afadir 87.5 pl de| 7. Afadir 87.5 pl de etanol
etanol al 70% etanol al 70% (almacenado a —
(almacenado a —20 C) 20 C)
Centrifugar la placa a | 8. Centrifugar la placa a
2.500x gy 4 C por 15 2500 x gy 4 C por 15
min. min.
Invertir la placa para | 9. Invertir la placa para | En los primeros
remover ETOH; 'y remover  ETOH; y | ensayos al

centrifugar a 90g por un

minuto

centrifugar la placa
invertida a 185g se
obtenia una
concentracion muy
baja por lo que
probablemente el
ADN se estaba
perdiendo a 185g’s
por lo que se
redujeron a la mitad

CONTINUA—
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aproximadamente.

10. Secar el pellet por

unos minutos a
temperatura ambiente
y  resuspender las
muestras en 20ul de
agua grado biologia

molecular.

10. Secar el pellet por 30

min a  temperatura
ambiente y resuspender
las muestras en 20ul de
agua

grado  biologia

molecular.

Se probaron
ensayos a 7 min,
I14min y 30 min,
este ultimo permitid
obtener una mejor
cantidad y calidad
de ADN.

Acetato de sodio: 3M, pH=

pH de soluciones

para técnicas de
Biologia Molecular
sugerido por

(Zabala, 2005)

Los protocolos se modificaron de acuerdo a los ensayos (Tabla S5) donde al final

se media la concentracion y radio de ADN purificado, para la PCR secuenciacion

con el Big Dye Xterminator kit el fabricante sugiere que la concentracion del

templado debe ser de al menos 3 ng/ul y el radio debe estar entre 1.7 y 1.9 (Applied

Biosystems, 2002).



Tabla 5.

Ensayos de purificacion de PCR.

30

Ensayo

4 muestras de
productos de PCR del
exon 10 y 11 con el

protocolo original

4 muestras de
productos de PCR del
exon 10 y 11 con
diferentes tiempos de
secado, y retirando el
etanol con pipeta en el

paso 6y 9.

Resultados

2 0 0
3 0.1 2.2
4 0 1.33

7 min T ambiente

1 35,3 1,53
2 50 1,63
3 117 1,52
4 117,4 1,52

14 min T ambiente

1 77,8 1,58
2 97,2 1,61
3 129,7 1,54
4 142,3 1,55

CONTINUA —
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4 muestras ex6n 10 y
11, Modificacion en el

paso 6,9, 10

30 min a T ambiente

1 98,6 1,57
2 1184 1,58
3 204,6 1,57
4 171,8 1,58
Ex6n 10:
1 24.9 1.68
2 4.3 2.39
3 2.9 2.42
4 1.5 5
Exo6n 11:

1 6 1.68
2 11.5 2.39
3 5 242
4 22 1.69
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2.4.6 Reaccion de secuenciacion

Se utilizé el Big Dye Terminator Cycle Sequencing kit, que se fundamenta
en la secuenciacion de Sanger con la modificacién de ser de tipo ciclo térmico,

siguiendo las instrucciones del fabricante.

En el termociclador Gene Amp PCR System 9700 de Applied Byosistems se
llevé a cabo la reaccion de secuenciacion con el protocolo de 96°C-1 min, (96°C-

10s, 50°C - 5s, 60°C- 4 min) por 25 ciclos y 4°C por 5 min.

2.4.7 Purificacion de productos de secuenciacion

Se purificaron los productos de la secuenciacion con el protocolo
recomendado por el Big Dye Terminator Cycle Sequencing kit (Applied
Biosystems, 2002), el cual utiliza la precipitacion con etanol y EDTA para eliminar
los nucledtidos marcados que no han sido incorporados en las cadenas de ADN, con

modificaciones Tabla 6 de acuerdo a los ensayos en la Tabla 12 (Anexos).

Tabla 6.
Protocolos de purificacion de productos de secuenciacion

Protocolo Original Big Dye | Protocolo Modificado Explicacién
Xterminator Mannual
Para 10 ul de reaccion: Para 10 ul de reaccion:
. Afadir 2.5ul de EDTA | 1. Anadir 2.5ul de EDTA
125mM 125mM
Asegurarse  que el Asegurarse  que el
EDTA alcance el EDTA alcance el fondo
fondo de las muestras. de las muestras.
. Afiadir 30ul de etanol al | 2. Afiadir 30ul de etanol al
100% 100% CONTINUA —
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oscuridad por algunos

minutos

min

3. Sellar con aluminio, Sellar con aluminio,
mezclar invirtiendo 4 mezclar invirtiendo 4
veces veces
4. Incubar a temperatura Incubar a temperatura
ambiente 15 min ambiente 15 min
5. Centrifugar a 2500g por Centrifugar a 2500g por
30min 30min
. Afadir 50ul de etanol al
70%
Centrifugar a 1650g por
15 min
6. Invertir la placa para Invertir la placa para | Se disminuyeron las
eliminar el etanol vy eliminar el etanol vy | gravedades con el
centrifugar a 185 g por centrifugar a 40g por un | fin de evitar la
un minuto minuto pérdida de los
productos de
secuenciacion
7. Afadir 30ul de etanol al
70%
8. Centrifugar a 1650g por
15 min
9. Invertir la placa para
eliminar el etanol y
centrifugar a 185 g por
un minuto
10. Secar el pellet en |9. Secar el pellet por 30 | Se usé el tiempo de

secado del
protocolo acetato de

CONTINUA —
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sodio/etanol  para

productos de PCR
11. Resuspender las | 10. Resuspender las
muestras en buffer de muestras en 10ul de
inyeccion: Hi Di buffer de inyeccion: Hi
formamide Di formamide
EDTA: 125mM, pH=8 pH de soluciones

para técnicas de
Biologia Molecular
sugerido por

(Zabala, 2005)

Dado que se obtuvo mayor cantidad de secuencias en la combinacion de los
dos protocolos de purificacion Acetato/etanol y EDTA/etanol modificados, se uséd
estos para la purificacion de productos de PCR y de secuenciacion respectivamente,

para la secuenciacion de los 27 exones del gen CFTR.
2.4.8 Electroforesis capilar

La reaccién de electroforesis capilar de los productos de secuenciacion
purificados, se realizd en el equipo de 3500 Genetic Analyser de Applied
BioSystems del Area de Biologia Molecular en NETLAB Laboratorios

Especializados.
2.4.9 Analisis de la secuencia

Para el andlisis de la secuencia de los exones del gen CFTR se utilizé el
Software SeqScape3, donde se subio la secuencia de cada exdén del gen CFTR de la

base de datos NCBI Tabla 18 (Anexos) y la secuencia de cada uno de los exones
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de los pacientes obtenida del 3500 Sequence Analyser con el fin de compararlas e ir
en busca de variaciones, posteriormente se busco en bibliografia el reporte de las

mutaciones encontradas.
2.4.10 Verificacion y repetitividad del método

Considerando el tiempo y costos que involucrd la secuenciacion de los 27
exones del gen CFTR para 48 pacientes, se corrié un control negativo por cada uno

de los 27 exones para los 48 pacientes.

Como fue explicado anteriormente, en nuestro pais no se ha estudiado de
manera muy detallada el gen de la fibrosis quistica por lo tanto no se contd con
controles positivos para todas las mutaciones que pudieron se encontraron en este

estudio.
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CAPITULO 3
RESULTADOS

3.1 Muestras clinicas
En la jornada de toma de muestras de sangre de los 48 pacientes se registraron

datos de ciudad, edad, género, test del sudor (Valores en Anexos
Tabla 19) y diagnostico molecular Tabla 13 (Anexos).

Los pacientes nombrados como 8,9, 15, 22, 24, 25, 32, 38, 42, 46 y 48 se realizaron
previo a esta investigacion el diagnostico molecular de fibrosis quistica en el exterior
que consiste en la deteccion de mutaciones en el gen CFTR. Estos pacientes fueron

tomados como controles de las mutaciones correspondientes, en este estudio.

3.2 Extraccion y cuantificacion de ADN de las muestras de sangre periférica
Todas las muestras de ADN presentaron concentraciones >5 ng/ul y radios 260/280
>1.7 y 2 después de su cuantificacion en el equipo NanoQuant Infinite 200 Tabla 14

(Anexos)

3.3 Amplificacion de exones por Reaccion en Cadena de la Polimerasa y electroforesis
en gel de agarosa.
Todos los exones amplificados a partir del ADN gendmico de los pacientes,
presentaron tamafos de fragmento coincidentes con los propuestos por (Montgomery,
Wittwer, Kent, & Zhou, 2007) En la Figura 10, Figura 11, Figura 12, y Figura 13 se

muestran algunas de las fotografias de los exones amplificados.



Figura 10. Electroforesis en gel de agarosa Exon 1(146pb)
CN: Control negativo; L: Marcador de peso molecular 100pb; 1, 2, 3, 4, 5 ,6:
Amplificacion por PCR para el exén 1 a partir de ADN gendmico de pacientes.

Figura 11. Electroforesis en gel de agarosa Exon 14b (212pb).
CN: Control negativo; L: Marcador de peso molecular 100pb; 1, 2, 3,4, 5 ,6:
Amplificacion por PCR para el exon 14b a partir de ADN gendmico de pacientes.
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Figura 12. Electroforesis en gel de agarosa Exon 10 (277pb).
CN: Control negativo; L: Marcador de peso molecular 100pb; 1, 2, 3, 4, 5 ,6:
Amplificacion por PCR para el exén 10 a partir de ADN gendmico de pacientes

Figura 13. Electroforesis en gel de agarosa Exon 17a (250pb)

CN: Control negativo; L: Marcador de peso molecular 100pb; 1, 2, 3, 4, 5 ,6:
Amplificacion por PCR para el exon 17a a partir de ADN gendmico de pacientes.
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3.4 Reaccion de secuenciacion y electroforesis capilar

Los productos de secuenciacion de la mayoria de exones sometidos a electroforesis
capilar arrojaron secuencias completas que podian ser analizadas, sin embargo los
exones 3 , 5, 11,17 a, 17b tuvieron que ser repetidos, dado su baja calidad de
secuencias como se observa el ejemplo del exon 3 Figura 14. Al repetir estas muestras
desde la amplificacion del exon por PCR hasta la electroforesis capilar, se obtuvo

mejor calidad en las secuencias Figura 15.
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Figura 14. Electroferograma de la muestra 7. Exon 3 (Primera corrida de

secuenciacion)
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Figura 15.Electroferograma de la muestra 7. Exon 3 (Segunda corrida de
secuenciacion)
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El analisis de las secuencias realizado en el software SeqsScape 3, permitid

encontrar 70 variaciones de secuencia diferentes en los 27 exones del gen CFTR.

Se realiz6 una busqueda de estas variaciones en la seccion Graphics de la secuencia

completa del gen CFTR ubicada en la base de datos NCBI: NG 016465.3: Homo

sapiens cystic fibrosis transmembrane conductance regulator (ATP-binding cassette

sub-family C, member 7) (CFTR), RefSeqGene on chromosome 7, la cual muestra el

reporte de las mutaciones del gen CFTR respaldado por estudios de este gen en varias

poblaciones y el significado clinico asignado para cada mutacion.

La Tabla 15 (Anexos) resume las variaciones de secuencia obtenidas para cada

exon y sus respectivos reportes.

De las 70 variaciones identificadas, 5 estdn catalogadas como causantes de la
enfermedad o patogénicas: p.F508del (Figura 16), p.G85E (Figura 17), W1098X,
R1162X, N1303K.
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E10.PF38

tg— -

agcacagt aagaatttcattctgttctcagttttcctg-gattatgcct caccattaaagaaaatatc
dcagcagtggaagaattitcattotgltoclcagttitogtg-gattatgcctggcaccattasaagaaas
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—————————————
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e

Figura 16. Muestra 38(Homocigoto), Muestra 34 (Heterocigoto) para la mutacion
p-F508del. Software SeqScape 3, en amarrillo secuencia de referencia del exon 10
p-F508del: Delecion del triplete TCT en la posicion 1654:1656 en el exon 10 que provoca la

delecion de la Fenilalanina en el aminoacido 508 de la proteina CFTR.
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Figura 17. Muestra 25 (Homocigoto), Muestra 22 (Heterocigoto) para la mutacion p.G85E.

Software SeqScape 3, en amarrillo secuencia de referencia del exén 3

p-G85E: Cambio de una Guanina por una Adenina en la posicion 386 del exon 3 que provoca el
cambio de una glicina por 4cido glutamico en al aminoacido 85 de la proteina CFTR.

La mutacion p.H609R (Figura 18) se identifico en 10 pacientes, esta ha

sido reportada en un solo estudio en la poblacion ecuatoriana por Moya et.al

(2009).
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Figura 18.Muestra 16 (Homocigoto), Muestra 7 (Heterocigoto) para la mutacién p.H609R.
Software SeqScape 3, en amarrillo secuencia de referencia del exén 13.

p. H609R: cambio de una Adenina por una Guanina en la posicion 1958 del exén 13 que provoca el
cambio de histidina por arginina en el aminoacido 609 de la proteina CFTR.
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Se encontr6 también variaciones sin  significado clinico asignado:
NG _016465.3:2.19395G>A (ex6n 1), p.Lys1177Arg (ex6én 7), otras que representan alelos
benignos NG 016465.3:2.19304G>C (ex6nl), NG 016465.3:2.75901C>T (ex6n 6b) , y
otras que se encuentran fuera de la region del exon: NG _016465.3:2.19395G>A (ex6n 1)
Figura 19., y ¢.204099A>C (ex6n 22) Figura 20, estas dos ultimas junto a la
¢.206359C>A (ex6n 24) se encontraron en un 14.5%, 48% y 14.5% de pacientes,

respectivamente, y solo en estado homocigoto.
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Figura 19.Variante NG_016465.3:2.19395G>A
exon 1 Figura 20. Variante ¢.204099A>C ex6n 22.
Fuente: Seccion Graphics del gen CFTR en la Fuente: Seccién Graphics del gen CFTR en la
NCBI NCBI

Ademas se identificaron los polimorfismos p.M470V, p.T854T, p.T966T,
p.P1290P, p.Q1463Q, p.Y1424Y.

Las mutaciones reportadas en el diagnostico molecular previo de los pacientes en el

exterior, también fueron encontradas por secuenciacion en este estudio.
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3.6 Analisis estadistico de resultados
3.6.1 Poblacion

Los pacientes que acuden a la Fundacion Ecuatoriana de Fibrosis Quistica ingresan
con un cuadro clinico sospechoso o confirmado de la enfermedad y se adhieren a esta
fundacion en busca del apoyo para el tratamiento de esta enfermedad otorgado por el

Ministerio de Salud Publica.

Gran parte de los pacientes analizados en este estudio son de Quito probablemente
porque es mas accesible para ellos acudir a la Fundacion que estd ubicada en esta

ciudad, y participar en este tipo de estudios Grafico 1.

La mayoria de pacientes son nifos entre 1 y 10 afios, seguido de adolescentes entre
11 y 20 afios Grafico 2. Esto puede deberse a que los signos clinicos de la fibrosis

quistica aparecen en las primeras etapas de vida (Escobar & Sojo, 2002).

Los datos obtenidos del Test del sudor en este estudio colocan al 23% de los
pacientes con doble positivo, 58% con un resultado positivo para el test del sudor no
confirmado por segunda vez, 15% sin registros, y el 4% con un resultado positivo y
otro limitrofe Grafico 4.

En relacion al género de los pacientes existe una distribucién equitativa de la

enfermedad Grafico 3.



Grafico 1.0rigen de las muestras clinicas

Grafico 2. Distribucion de las muestras clinicas por grupos etarios
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Grifico 3.Distribucion de las muestras clinicas por género

Grafico 4. Distribucion de pacientes por resultados del test del sudor

45



46

3.6.2 Frecuencias alélicas de las mutaciones del gen CFTR

Estudios previos sobre la prevalencia de mutaciones del gen CFTR en pacientes con
fibrosis quistica en diferentes poblaciones han utilizado frecuencias alélicas para la

estadistica de sus resultados:

e Analysis of CFTR gene mutations and Cystic Fibrosis incidence in the
Ecuadorian population (Valle, Burgos, Valle, Egas, & Ruiz, 2007)

e Secuenciacion del gen CFTR en un grupo de pacientes chilenos con fibrosis
quistica (Lay, Vasquez, Puga, Manque, & Repetto, 2014)

e Frequency of 8 CFTR gene mutations in cystic fibrosis patients in Minas Gerais,

Brazil, diagnosed by neonatal screening (Perone, Medeiros, Castillo, Aguiar, &

Januario, 2010)

La frecuencia génica o frecuencia alélica consiste en la proporcioén de cada alelo en
un locus dado en una poblacion especifica. La frecuencia alélica absoluta serd cuantas
veces aparezca el alelo en el estudio, y la frecuencia alélica relativa el cociente entre la

frecuencia absoluta de una mutacion determinada y el nimero total de alelos n.
n = namero de individuos * 2 (alelos o cromosomas)

] . ] Frecuencia alélica absoluta
Frecuencia alélica relativa =

n

3.6.3 Seleccion de pacientes para la determinacion de frecuencias alélicas

El diagndstico de la fibrosis quistica se establece cuando los individuos presentan
una o mas caracteristicas fenotipicas propias de la enfermedad, ademas de la evidencia de
la anormalidad en la funcion del gen CFTR por la presencia de variantes alélicas
patogénicas del gen CFTR, dos valores de cloruro en el sudor anormales (> 60 mEq / L),
medidas del diferencial transepitelial nasal (NPD), o niveles elevados de la IRT

(Moskowitz, y otros, 2008)
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Con respecto a la poblacion de este estudio, los 48 pacientes analizados pertenecen
a la Fundacidon Ecuatoriana de Fibrosis Quistica debido a que presentan caracteristicas
fenotipicas de la enfermedad y la mayoria tienen al menos un valor anormal del test de
cloruro en el sudor. Con la secuenciacion de los 27 exones del gen CFTR se detectaron
variantes patogénicas que permitié establecer el diagndstico molecular de varios de los

pacientes.

De acuerdo a estos criterios, para el céalculo de frecuencias alélicas, se tomara en
cuenta a los 25 pacientes con variantes patogénicas que en este caso corresponderian a la
poblacion con diagnoéstico molecular de fibrosis quistica confirmado como pacientes o

portadores.

Adicionalmente se incluirdn 7 pacientes con diagnéstico clinico confirmado
(doble positivo para el test del sudor) que presentan mutaciones sin significado clinico
asignado, las cuales deberian ser evaluadas en proximos estudios para definir su

patogenicidad Tabla 7.



Tabla 7.
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Mutaciones sin significado clinico asignado, en 7 pacientes con doble positivo para el

test del sudor

Paciente

Test del sudor

Test del sudor

Mutacion

2

118

98

NG 016465.3:2.19395G>A Homocigoto
c.74655del A Homocigoto
p.T854T Heterocigoto

75

112

c.43590T>G Heterocigoto

p.Lys114Ter Heterocigoto

NG _016465.3:2.75901C>T Heterocigoto
¢.134337T>C Homocigoto
¢c.166851G>C Homocigoto
¢.206359C>A Homocigoto

11

82

87

NG _016465.3:2.19395G>A Homocigoto
¢.204099A>C Homocigoto

p-M470V Heterocigoto

p.T854T Heterocigoto

12

76

78

p-T854T Homocigoto
c.79447C>A Heterocigoto
¢.204099A>C Homocigoto

13

88

90

NG 016465.3:2.19395G>A Homocigoto
c.142053T>G Heterocigoto
¢.204099A>C Homocigoto

c.75922T>C Heterocigoto

c.75884A>C Heterocigoto

17

80

89

p-M470V Heterocigoto
¢.204099A>C Homocigoto
¢.206359C>A Homocigoto

41

110

89

p-Ser18Gly Heterocigoto
p-G970S Heterocigoto

Entre las mutaciones patogénicas se incluyd la p.H609R reportada solo en una

ocasion en 4 de 6 pacientes ecuatorianos con diagnostico clinico de fibrosis quistica por

Moya et.al (2009). En este estudio se encontrd en 4 pacientes en estado homocigoto con

sintomas de fibrosis quistica que coinciden con lo sugerido por la OMS, 3 de ellos con al
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menos un valor positivo para el test del sudor, por lo que probablemente se trata de una

mutacion causante de la enfermedad Tabla 8.

Tabla 8.

Datos clinicos de pacientes homocigotos para la p.H609R

15 9 119 Sin Problemas Escolares:
datos permanentes de e Sintomas respiratorios
sinusitis cronica y ha crénicos inexplicados
tenido colonizaciones | ¢  Pseudomonas
por Pseudomonas aeruginosa en
aeruginosa secrecion bronquial
30 11 Sin Sin Problemas e Sinusitis cronica
datos | datos pulmonares e Poliposis nasal
e Bronquiectasias
45 25 115 131 Problemas Adolescentes y Adultos:
pulmonares leves, y | ¢ Enfermedad pulmonar
problemas supurativa cronica e
pancreaticos. inexplicada
Paciente e Dolor abdominal
hospitalizado por recurrente
pancreatitis. e Pancreatitis
16 28 134 Sin Bronquiectasias, e Sindrome de
datos paciente obstruccioén intestinal
hospitalizado distal
frecuentemente por | ¢  Cirrosis hepatica e
exacerbaciones hipertension portal
pulmonares y
digestivas

" (Hernandez & Gonzalez, 2013)
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3.6.4 Cadlculo de frecuencias alélicas de mutaciones patogénicas

En la Tabla 9 se resume el numero de alelos para cada una de las
mutaciones patogénicas encontradas en este estudio que corresponden al 78% de
los individuos con diagndstico de fibrosis quistica confirmado, mientras que
aproximadamente el 22% corresponde a los 7 pacientes con diagndstico clinico de
fibrosis quistica (doble positivo para el test del sudor) que no presentaron alelos

para estas mutaciones, pero si para otras aun sin reporte clinico asignado.

Tabla 9.
Alelos para las mutaciones patogénicas de este estudio

p.F508del 13 15
p. H609R 10 14
p- G85E 5 6
p-W1098X 2 2
p-R1162X 1 1
p-N1303K 1 1
Alelos con mutaciones 252 (78%) 39
patogénicas
WT o normales para las 7(22%) 25°
mutaciones patogénicas
Total 32 64

a. Sumatoria de pacientes= 25, algunos pacientes portan mas de una mutacion.
b. WT o normales para las mutaciones patogénicas

7 pacientes sin mutaciones reportadas como partogénicas * 2 alelos

+ 11 alelos (de pacientes heterocigotos para las mutaciones patogénicas)

= 25 alelos
c. n =32 pacientes x 2 alelos o cromosomas = 64 Alelos

Con esta informacion se calcularon las frecuencias alélicas para estas mutaciones
Tabla 10.



51

Tabla 10.
Frecuencias alélicas de mutaciones patogénicas encontradas en este estudio.

p.F508del 15 23.44
p. H609R 14 21.88
p. GS5E 6 9.38
p.-W1098X 2 3.13
p.R1162X 1 1.56
p.N1303K 1 1.56

3.6.5 Panel de mutaciones del gen CFTR para la poblacion ecuatoriana y

comparacion de las mutaciones con reportes en otras poblaciones.

De acuerdo a los resultados obtenidos en este estudio, el panel de
mutaciones mas comunes en la poblacidon ecuatoriana con fibrosis quistica sugerido
como un screening inicial para el diagnostico molecular de la enfermedad en
nuestro pais corresponde a las mutaciones: p.F508del, p. H609R, p.GS8SE,
p-W1098X, p.R1162X, p.N1303K.

Los frecuencias de las mutaciones patogénicas obtenidas en este estudio se
compararon con estudios en otras poblaciones, ya que se ha reportado que las
mutaciones del gen CFTR y sus respectivas frecuencias varian de acuerdo al origen

geografico y/o étnico (Derichs, 2013).

Con este fin, se utilizo la prueba de hipdtesis de diferencia de proporciones
con un p= 0.05 utilizando el software Statistix para definir si las frecuencias

encontradas difieren significativamente de las reportads en otros paises Tabla 11.



Tabla 11.
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Prueba de hipotesis para la diferencia de proporciones de las mutaciones
patogénicas en Ecuador y otros paises.

% % % % % %
pl#p2 pl#p2 pl#p2 | pl#p2 | pl#p2 pl#p2
pl<p2 pl<p2 pl<p2 pl<p2 pl<p2 pl<p2

23 449, 37.1% 41.8% 25% 30.6% 40.7% 52.7%
e p =0.0580 p= 0.0086 = P = p <0.05
p=0.0290 p=0.0043 0.8783 | =0.2231 | 0.0127 p<0.05
p=0.439 p= p=
p.F508del 1 0.1116 0.0064
p.H609R 21.88% N.T N.R N.T N.T N.T N.R
% % % % % %
9.38% pl#p2 pl#p2 pl#p2 | pl#p pl#p pl#p
p1>p2 p1>p2 p1>p2 pl>p2 pl1>p2 pl1>p2
8.9% 0.5% 0.5% 0.8
p= 0.9091 N.R N.T p <0.05 | p<0.05 p <0.05
p=0.4545 p <0.05 | p<0.05 p <0.05
p-G85E
p-W1098 313% N.T N.R N.T N.T N.T N.R
X .
% % % % % %
pl#p2 pl#p2 pl#p2 | pl#p2 | pl#p2 pl#p2
N.R 1.1% N.T 0.9% N.R 1.6%

1.56% p= 0.7644 p= p=
0.5656 0.9773

p-R1162X

2.4% 0.5% N.T N.R 2.1% 2.5%

1.56% p= 0.6997 p= 0.4324 P= P=
p-N1303K 0.8016 0.6345

b)
c)
d)
e)
f)
g)

Leyenda Tabla 11

N.T: Mutacion no testeada
N.R: Mutacion no reportada
pl y p2: Proporciones

p= valor de p para la prueba de hipdtesis de las proporciones, a un 95% de confianza

n= poblacion de estudio, % frecuencia alélica para la mutacion
a) Presente estudio

(Valle, Burgos, Valle, Egas, & Ruiz, 2007)
(Keyeux, y otros, 2003)
(Silva, 2008)

(Lay, Puga, Astudillo, & Repetto, 2011)
(Orozco L. , y otros, 2000)
(Bobadilla, Macek, Fine, & Farrell, 2002)

p<0.05: estadisticamente significativo, Mutacion no reportada en otros paises de Latinoamérica
y Espaia,
Mutacion reportada solo en la poblacion ecuatoriana por Moya et. a/ (2009)
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CAPITULO 4
DISCUSION

El presente trabajo constituye la primera investigacion a nivel molecular en fibrosis
quistica en el Ecuador que analiza los 27 exones del gen CFTR para determinar la
prevalencia de mutaciones en nuestra poblacion, constituyendo un avance importante

en el diagndstico molecular de la enfermedad en nuestro pais.

A diferencia del estudio realizado por Valle et. al (2007) sobre la prevalencia de
mutaciones en poblacion ecuatoriana con fibrosis quistica, utilizando un kit comercial
de 29 mutaciones (técnica de hibridacion) del gen CFTR con el cual el 50% de los
pacientes quedaron sin mutacion identificada, el método de secuenciacion aplicado en
este estudio permitid encontrar 70 variaciones de secuencia, segin Dequeker et. al
(2009) la secuenciacion del gen CFTR tiene mayor sensibilidad con respecto a otras
técnicas moleculares como la Hibridacion, SSCP, DDGE utilizadas para la deteccion

de mutaciones

Cinco de estas corresponden a mutaciones patogénicas (p.F508del, p.G8S5E,
p-N1303K, p.R1162X y p.W1098X) junto a la mutacion p.H609R, representan al 78%
de los pacientes con diagndstico confirmado de fibrosis quistica, el 22% restante de
pacientes con diagnostico clinico de fibrosis quistica tienen otras mutaciones que no

han sido reportadas clinicamente.

La mutaciéon p.F508del es la més comun en pacientes con fibrosis quistica a nivel
mundial con una frecuencia del 66% (Collazo, 2008). En este estudio se detectdé una
frecuencia del 23.4%, menor con respecto a Espafia y paises de Latinoamérica como

México e incluso Colombia Tabla 11, uno de los paises mas cercanos al nuestro.
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La mutacion p.G85E tiene una prevalencia a nivel mundial del 0.2%, siendo mas
frecuente en la region del Mediterraneo: Espafia 1%, e Italia con el 1,7%
(Decaestecker, Decaestecker, Castellani, Jaspersz, Cuppensz, & Boeck, 2004). En este
estudio, se encontrd con una frecuencia del 9.38 %, mayor con respecto a Espafia,
Chile y México Tabla 11. Segun Valle et. al (2007) la prevalencia de la mutacion
p-G85E en Ecuador es mucho mayor con respecto a los estudios de mutaciones en el
gen CFTR a nivel latinoamericano, incluso a nivel mundial siendo mayor que la

descrita en el sur de Grecia de donde se cree se originé.

La mutacién p.W1098X no ha sido reportada en otros paises de Latinoamérica ni en
Espafia, pero si en paises como Turquia con una frecuencia 0.6% (Bobadilla, Macek,
Fine, & Farrell, 2002) e Israel 1% (World Health Organization, 2006), mientras que las
mutaciones p.N1303K y p. R1162X fueron identificadas en este estudio con una

frecuencia similar a otros paises de Latinoamérica y en Espafia.

Estas mutaciones y sus frecuencias comparadas con otros paises demuestran la

heterogeneidad del genotipo de la poblacion para el gen de la fibrosis quistica.

El perfil de mutaciones del gen CFTR en América Latina refleja la alta variabilidad
de sus habitantes ya que es una region diversa en cuanto al origen de la poblacion,
cultura y medio ambiente. La Figura 21 (Anexos) muestra la formacion de 3 grupos
separados de acuerdo al tipo y frecuencias de las mutaciones patogénicas del gen
CFTR: 1) Argentina y Uruguay, 2) Chile, Brasil y Colombia, y 3) Cuba, Ecuador y
Venezuela (Luna, Pivettaa, Keyeuxb, & Perez, CFTR gene analysis in Latin American
CF patients: Heterogeneous origin and distribution of mutations across the continent,

2007).

Esto coincide con las diferencias de frecuencias encontradas en la poblacion
ecuatoriana de este estudio, con respecto a otros paises de Latinoamérica como

Colombia, México, Chile y Ecuador.
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Uno de los hallazgos mas importantes de este estudio es la deteccion de la mutacion
p-H609R, la cual se encontré en 4 pacientes en estado homocigoto que presentan
cuadro clinico de fibrosis quistica, por lo que probablemente corresponde a una

mutacion causante de la enfermedad (patogénica).

El presente trabajo corresponde al segundo reporte de la mutacion p.H609R a nivel
mundial en la poblacion ecuatoriana, después de Moya et. al (2009) quienes
encontraron esta mutacion en 4/6 pacientes ecuatorianos con fibrosis quistica con doble
positivo para el test de cloruro del sudor y con cuadro fenotipico de la enfermedad:
insuficiencia pancreatica, colonizacion con Pseudomonas aeruginosa, deterioro en la

funcion pulmonar de acuerdo a valores de FEV1' entre el 36 y 75%.

La mutacion p.H609R probablemente no ha sido tomada en cuenta en el examen
habitual para el diagndstico molecular de fibrosis quistica en Ecuador, ya que los
pacientes 16, 30 y 45 homocigotos para esta mutacion, se habian sometido a un panel
de 89 mutaciones comunes del gen de la fibrosis quistica el cual no detectdé ninguna
mutacion, mientras que el paciente 15 se habia realizado una secuenciacion completa

del gen CFTR el cual si reportd la mutacion p.H609R.

Los resultados encontrados en este estudio reafirman la importancia de la
elaboracion de un panel de mutaciones propio para nuestra poblacion, la cual difiere
bastante de otras incluso dentro de Latinoamérica, con el fin de establecer un
diagnostico molecular acertado y oportuno de la fibrosis quistica en Ecuador donde no
se ha investigado este gen profundamente. El panel de mutaciones sugerido como un
screening inicial para la poblacion ecuatoriana con fibrosis quistica deberia contener
las mutaciones patogénicas p.F508del, p.H609R, p.G85E, p.W1098X, p.R1162X y

p-N1303K, encontradas en este estudio.

! VOLUMEN ESPIRADO MAXIMO EN EL PRIMER SEGUNDO DE LA ESPIRACION FORZADA: Criterio de evaluacién de la
funcién pulmonar en pacientes con fibrosis quistica, FEV1 > 70% (afectacion leve), FEV1 40 - 69% (moderada), FEV1 < 39% (grave)
(Hernandez & Gonzalez, 2013).
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Las 64 variaciones restantes no se incluyen en el panel diagndstico ya que no tienen
reporte de patogenicidad, esto junto a la calidad del diagnostico clinico previo de los
pacientes, excluyeron a 16 de ellos (33% de la poblacién de estudio) de la evaluacion
de resultados por no contar con diagnostico clinico y/o molecular confirmado de
fibrosis quistica debido a que son pacientes sin doble positivo para el test de cloruro en

el sudor y con variaciones de secuencia sin significado clinico asignado.

Un estudio similar de Lay et. al/ (2014) de secuenciacion de los 27 exones del gen
CFTR en pacientes chilenos con fibrosis quistica, menciona que aunque con la
aplicacion de éste método en la region codificante y los segmentos intronicos
adyacentes a los exones se espera un 90% de deteccion en el total de alelos, existe una
gran proporcion de variantes que no han sido identificadas que disminuyen la tasa de
deteccién de mutaciones, otro factor importante a tomar en cuenta es la certeza del

diagnostico clinico de fibrosis quistica sometidos a estudio molecular.

Las variaciones encontradas fuera del exén 1 (NG _016465.3:2.19395G>A) y exon
22 (c.204099A>C) en un porcentaje del 15% y 48% de la poblacion de estudio, se
deberian continuar evaluando para determinar la su efecto en la proteina ya que podrian
ubicarse en regiones intronicas o reguladoras del gen CFTR, como ha sido descrito
para el intron 16 (Bienvenu, Cartault, Lesure, Renouil, Beldjord, & Kaplan, 1996) e
intréon 23 (Yoshimura, Chu, & Crystal, 1992), donde ciertas mutaciones en esta

ubicacion causan un cambio en el splycing y por lo tanto efecto en la proteina.

Por lo citado anteriormente, es importante continuar con la investigacion de todas
estas variaciones sin significado clinico para asignarles un reporte de patogenicidad en
relacion a los hallazgos clinicos en las diferentes poblaciones. Adicionalmente, el
estudio del gen CFTR se profundizaria ain més con la busqueda de variaciones
patogénicas en las regiones intronicas y de unidn intron-exén (Dequeker, y otros,
2009). Asi como rearreglos (deleciones y duplicaciones) (Dequeker, y otros, 2009) que
se observan por la técnica de MLPA y no por secuenciacion (Lay, Vasquez, Puga,

Manque, & Repetto, 2014).
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Con esto, se sugiere ampliar el panel de mutaciones del gen CFTR para mejorar la
tasa de deteccion de la fibrosis quistica en nuestro pais, esperando asi que el costo
beneficio que representa el diagnostico oportuno vaya en beneficio del paciente y que
el Ministerio de Salud Publica del Ecuador optimice los tratamientos terapéuticos para

aquellos pacientes.con diagnoéstico certero para ésta enfermedad.
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CAPITULO 5
CONCLUSIONES

La secuenciacion de los 27 exones del gen CFTR mediante el método de Sanger
permiti6 la identificacion de 70 variaciones de secuencia en el gen CFTR dentro de
estas las mutaciones patogénicas p.F508del, p. H609R, p.G85E, p.W1098X,
p-R1162X y p.N1303K corresponden aproximadamente al 78% de los pacientes

con diagnostico de fibrosis quistica de este estudio.

Las mutaciones mas frecuentes: p.F508del, p.G85E, p.W1098X, p.R1162X y
p-N1303K identificadas en esta investigacion han sido reportadas en estudios
previos, sin embargo presentan frecuencias alélicas relativas propias para la

poblacién ecuatoriana.

La mutacién p.H609R es la segunda mas frecuente en la poblacion estudiada y
constituye el segundo reporte en pacientes ecuatorianos con Fibrosis Quistica,
siendo probablemente una mutacién causante de la enfermedad de acuerdo a la

clinica de los pacientes que la presentan.

Las mutaciones p.F508del, p. H609R, p.G85E, p.W1098X, p.R1162X y p.N1303K,

deberian incluirse en el screening diagndstico de la enfermedad en nuestro pais.

Se deberia evaluar la prevalencia de las mutaciones p.G542X, p.G551D, y
p-R334W encontradas por Valle et. al 2007 en la poblacién ecuatoriana para
incluirlas o no en el panel de las mutaciones mas comunes para el screening inicial

de fibrosis quistica, ya que este estudio no las detecto.
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CAPITULO 6
RECOMENDACIONES

Definir el significado clinico de las variaciones de secuencia no reportadas
previamente encontradas en este estudio, realizando ensayos tanto en pacientes con
fibrosis quistica como en individuos normales, junto una recoleccién mas profunda

de los datos clinicos de los pacientes.

Realizar un andlisis de las variantes NG _016465.3:2.19395G>A y ¢.204099A>C
en proximos estudios para entender el efecto que puedan tener las mismas en la
proteina ya que al encontrarse fuera de los exones 1 y 22 respectivamente,

posiblemente se ubican en regiones intronicas o reguladoras del gen CFTR.

Para aquellos pacientes con diagndstico clinico de fibrosis quistica que después de
la secuenciacion siguen manteniendo un genotipo desconocido se deberia buscar
variaciones en las regiones intronicas y de unidn intrén-exon, ademds de grandes

deleciones y duplicaciones (MLPA) en el gen CFTR.
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Anexos

Ensayos de protocolos de purificacion
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Muestra | Purificacion | Purificacion | Purificacion de | Purificacion 2
s de productos de productos de | Purificacion de Secuencia
de PCR productos secuenciacion productos de SI: X
original de PCR original secuenciacion NO:
modificado modificado
(0] (0] (0]
(2)
1.1 | 1.2 | 2. | 2.
1|2
1 | E3 X X X
2 | E3 X X X X
3 E X X X
11
4 | El1 X X X X | X
5 | E10 X X X
6 E X X X X
10
7 | E13 X X X
8 E X X X X
13
9 E X X X X
17b
10 | E X X X X | X
17b
Tabla 13.
Datos de los pacientes analizados en este estudio
Paciente | Edad | Género Ciudad Test del sudor* Diagndstico
molecular
1 11 M Quito Positivo, Limitrofe
2 18 F Quito 2 Positivos
3 8 F Quito Positivo ,Limitrofe
4 7 F Otavalo 1 Positivo
5 9 F Quito 2 Positivos
6 11 M Quito Sin datos
7 22 F Ibarra 1 Positivo CONTINUA—




10 6 M Quito Sin datos

11 5 F Quito 2 Positivos
12 3 F Quito 2 Positivos
13 1 M Quito 2 Positivos
14 4 M Quito 1 Positivo
16 28 F Quito 1 Positivo
17 2 M Quito 2 Positivos
18 5 F Quito Sin datos

19 1 M Quito 1 Positivo
20 5 F Quito 1 Positivo
21 12 M Checa 1 Positivo

26 2 F Quito
1 Positivo
27 1 F Quito 1 Positivo
28 34 F Quito 1 Positivo
29 7 M Bafios Sin datos CONTINUA—




Salcedo

Sin datos

Atuntaqui

1 Positivo

33 4 M Sto.

Domingo 1 Positivo
34 14 M Quito Sin datos
35 8 F Quito 1 Positivo
36 4 M Quito 1 Positivo
37 25 M Guaranda 1 Positivo

39 5 M Quito 1 Positivo
40 6 M Quito 1 Positivo
41 10 M Quito 2 Positivos

43 12 M Quito 2 Positivos
44 34 F Riobamba 1 Positivo
45 25 M Quito 2 Positivos

R O L

*Interpretacion basada en la Guia de Practica Clinica (GPC) y Manual de Procedimientos de Fibrosis

Quistica para Ecuador (Hernandez & Gonzalez, 2013)
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Tabla 14.
Concentraciones y radios de muestras de ADN genémico

1 25.6 2.02
2 27.2 1.89
3 22.7 1.91
4 33.6 1.88
5 21 1.81
6 21.3 1.9
7 35.8 1.85
8 21.2 1.83
9 29.8 1.87
10 32.9 1.87
11 24.5 1.87
12 19.7 1.84
13 24.9 1.8
14 24.1 1.79
15 25.6 1.87
16 31.3 1.89
17 23.4 2
18 24.8 1.84
19 37.8 1.83
20 18.9 1.87
21 15.1 1.72
22 23.4 1.81
23 26.2 1.71
24 28.2 1.84
25 17.1 1.86 CONTINUA—
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26 322 1.81
27 259 1.86
28 29.2 1.85
29 36.5 1.87
30 36.6 1.88
31 32.4 1.88
32 19.9 1.84
33 20 1.92
34 20.4 1.95
35 16.4 1.86
36 33 1.85
37 34.2 1.84
38 12.2 1.85
39 18.8 1.92
40 55.4 1.8
41 8.9 1.85
42 222 1.82
43 44.6 1.8
44 25 1.75
45 27 1.74
46 12.8 1.78
47 30.2 1.79
48 39.6 1.77
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Tabla 15.
Variaciones de secuencia encontradas en este estudio para los 27 exones del gen
CFTR

Exoén
2,3,6,8,9,11,13,14,24,30,37
NG 016465.3:2.19395G>A No asignado 45
c.*19396C>A Sin reporte 37
1 ¢.*19304delG Sin reporte 37
Alelo no
p-Ser18Gly 41
probado®
NG _016465.3:2.19304G>C | Alelo benigno¢ 42
c.*43590T>G Sin reporte 5
c.*43510_43511delTG Sin reporte 14
¢.¥43473delG Sin reporte 14
C.*¥43621T>A Sin reporte 16,23,24
¢.¥43580G>T Sin reporte 2122
) C.*43594A>G Sin reporte 22
C.*43583A>G Sin reporte 22
C.*¥43575G>C Sin reporte 2547
Alelo no
NG 016465.3:2.43582T>C 27
probado®
c.*43598G>A Sin reporte 27 CONTINUA—
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Alelo no 28,29,30,31,35,36,37,40,43
NG 016465.3:2.43592T>C
probado® 47
¢.*43555G>C Sin reporte 37,38,43,45,46
C.*43544T>A Sln reporte 46

B | e | araen |

Clinica no
4 p-Lys114Ter ) 5,7
proporcionada®
5
¢.*74655del A Sin reporte 2
Sin reporte 3,10,15,16,18,30,34,40,42,
c.*¥74534G>C
6A 46
¢.¥74491G>C Sin reporte 10, 34
¢.*74629T>C Sin reporte 22
. 5,7,8,9,21,34,36,38,42,43 4
NG 016465.3:2.75901C>T | Alelo Benigno
6,47,48
6B c.*75922T>C Sin reporte 13,14,23,30,31,40
c.*75884A>C Sin reporte 13
c.*75896T>C Sin reporte 20
c.*79447C>A Sin reporte 12
7
p.G330E Alelo no 26 CONTINUA—
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probado®
8
c.*88121G>A Sin reporte 8
9 Alelo no
p.Ala485Val 16
probado®

3,4,7,11,13,15,17,19,20,22,
10 p-M470Va Polimorfismo 23,25,26,27,28,

30,33,35,37,39,44,45

11
12
7.15,16,22,29.30,34,37.45,
p.H609R
48
¢.*131477G>C Sin reporte 15
¢.*131437C>A Sin reporte 21
13
¢.*131851G>C Sin reporte 25,29
¢.*131796C>G Sin reporte 26
¢.*131653A>G Sin reporte 33
¢.*131910G>T Sin reporte 35
2.8.9.11,12.18,19.20.26 31,
p.T854T" Polimorfismo
14a 3542
c.¥134337T>C Sin reporte 5 CONTINUA—




¢.*134228G>C Sin reporte 8
¢.*142053T>G Sin reporte 13
14b _
c.*142152T>G Sin reporte 13,27
p.T966T? Polimorfismo 33
c.*143018G>T Sin reporte 39
15
p.G970S 39.41,46
€.*142934T>G Sin reporte 46
16
17a c.*14998T>A Sin reporte 20,34,47
17b
¢.*151025G>A Sin reporte 29
¢.*151010delT Sin reporte 40
18
¢.*166851G>C Sin reporte 5.16,18,34
¢.*166773C>G Sin reporte 12
1 ¢.*166921A>G Sin reporte 20
¢.*166879T>G Sin reporte 21242627
p-Lys1177Arg No asignado 36

20

R e

p.P1290P®

Polimorfismo

c.*181837A>G

Sin reporte
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9,10,11,12,13,14,15,16,17,
18,19,20,22,23,25,26,27,28
c.*204099A>C Sin reporte
29,30,31,32,33,34,35,36,37
22
,39,40,42,43,44,45, 46
c.*203927A>T Sin reporte 31
¢.¥204759G>A Sin reporte 6,20
23 :
¢.*204767TA>G Sin reporte 6,20
p-Q1463Q° Polimorfismo 3,11,19,26,28,31,35
5,6,7,8,9,15,16,17,18,22,34
24 c.*206359C>A Sin reporte
,39,43,44
p-Y1424Y® Polimorfismo 39

*Posicion en la secuencia de referencia NG _016465.3 para el gen CFTR.

a. Polimorfismo o variante neutra (Trujillano, Weiss, Julia, Papachristos, Werber, & Kandaswamy,

2015),b. Polimorfismo (Huang, Ding, & Wei, 2008), c. H609R (Moya, Glover, Mondéjar, Pastor,

Fernandez, & Séanchez, 2009),d. Alelo benigno = no patogénico, e. casos en los que los datos no

estan disponibles o son desconocidos

Tabla 16.
Técnicas de diagnostico molecular de la FQ
Técnica para
deteccion de Mutaciones Ventajas Limitaciones
mutaciones detectadas
conocidas
Analisis F508del y 1507del | Simple y rapido Patron de migracion
héteroduplex micro inserciones/ no especifico para
deleciones la mutacion dada

394delTT,1677delTA,
1609delCA

CONTINUA—
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Mutaciones Simple y rapido No especifico
Analisis por individuales Util para la pruebade | G551D y R553X
enzimas de portador en cascada tienen el mismo
restriccion en caso de mutaciones | sitio  de  corte
raras utilizando la enzima
Hincll, y W1282X
y R1283M con la
enzima Mnll
Hibridacién Mas de 20 mutaciones | Apropiado para series

inversa dot Blot

por duplex

largas

Innogenetics 36 mutaciones Buena especificidad
(Inno LiPA)
ARMS Mas de 20 mutaciones | Apropiado para series | Disefio complejo de
largas primers
Tepnel 20-38 mutaciones Buena especificidad
(Elucigene)
OLA Abbott 32 mutaciones Buena especificidad
Molecular Apropiado para series
(Cystic Fibrosis largas
Genotyping
Assay)
Técnica para Mutaciones Ventajas Limitaciones
deteccion de detectadas
mutaciones
desconocidas
DGGE Detecta todas las | Alta sensibilidad > | Dificil de
(Electroforesis mutaciones de pocas | 95% configurar;
desnaturalizante | pares de base en las automatizacion
en gel de regiones codificantes CONTINUA—
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gradiente) y limites intronicos dificil
Se puede perder
mutaciones
isostables en el
estado
homocigético

DHPLC ( Alta sensibilidad > | Generalmente se

Cromatografia 95% pierde mutaciones

liquida homocigoticas.

desnaturalizante) Necesita
secuenciacion de
las regiones ricas en
polimorfismos

Simple y rapido Sensibilidad del 80-

SSCP 85%

(Polimorfismo

de cadena

simple)

Secuenciacion Aproximadamente

(técnica de 100% de sensibilidad

primera linea o

de confirmacion

después de una

prueba de

cribado)

PCR Multiplex | Con el objetivo de | Simple y rapido Sensible a los

fluorescente detectar  deleciones, métodos de

inserciones y CONTINUA—
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MLPA

las

codificantes

duplicaciones. Todas

extraccion. Las
duplicaciones
pueden ser dificiles

de probar

Fuente: Dequeker, y otros (2009)

Tabla 17.

Tamaiios del producto amplificado de los 27 exones del gen CFTR

Amplicon Tamafio del producto (bp)
Exon 1 146
Exon 2 210
Exon 3 169
Exon 4, Amplicon 1 191
Exon 4, Amplicon 2 185
Exon 5 188
Exon 6a 256
Exon 6b 200
Exon 7, Amplicon 1 227
Exon 7, Amplicon 2 189
Exon 8 189
Exon 9 258
Exon 10 277
Exon 11 175
Exon 12 169
Exon 13, Amplicon 1 206
Exon 13, Amplicon 2 322
Exon 13, Amplicon 3 254
Exon 13, Amplicon 4 241
Exon 14a 232 CONTINUA—




Exon 14b 212
Exon 15, Amplicon 1 193
Exon 15, Amplicon 2 182
Exon 16 216
Exon 17a 250
Exon 17b, Amplicon 1 183
Exon 17b, Amplicon 2 174
Exon 18 217
Exon 19, Amplicon 1 204
Exon 19, Amplicon 2 196
Exon 20 206
Exon 21 250
Exon 22 251
Exon 23 196
Exon 24, Amplicon 1 166
Exon 24, Amplicon 2 151

Fuente: Montgomery, Wittwer, Kent, & Zhou(2007)

Tabla 18.

Secuencias de referencia de los 27 exones del gen CFTR

Ex6n Secuencia de referencia GenBank
1 M55106.1
2 M55107.1
3 M55108.1
4 M55109.1
5 M55110.1
6a M55111.1
6b M55111.1
7 M55112.1
8 M55113.1 CONTINUA—
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9 M55114.1
10 M55115.1
11 M55116.1
12 M55117.1
13 M55118.1
14a M55119.1
14b M55120.1
15 M55121.1
16 M55122.1
17a M55123.1
17b M55124.1
18 M55125.1
19 M55126.1
20 M55127.1
21 M55128.1
22 M55129.1
23 M55130.1
24 M55131.1
Tabla 19.

Valores del test del sudor para los 48 pacientes de este estudio

Paciente Test del Sudor Test del sudor
1 2

1 85 42

2 118 98

3 95 48

4 87 Sin datos

5 75 112

6 Sin datos Sin datos CONTINUA—
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7 115 Sin datos
8 103 Sin datos
9 )

132 Sin datos
10

Sin datos Sin datos

11 82 87
12 76 78
13

88 90
14 62 Sin datos
15

119 Sin datos
16 134 Sin datos
17

80 &9
18 . .

Sin datos Sin datos

19 87 Sin datos
20

200 Sin datos
21

115 Sin datos
22

95

98 CONTINUA—

80



23 81 Sin datos
24

82 Sin datos
25

86 Sin datos

26 82 Sin datos

27 97 Sin datos

28 84 Sin datos
29

Sin datos Sin datos

30 Sin datos Sin datos
31

98 Sin datos

32 123 Sin datos
33

84 Sin datos

34 Sin datos Sin datos
35

70 Sin datos

36 108 Sin datos
37

119

Sin datos CONTINUA—
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38
116 Sin datos
39
Sin datos Sin datos
40
146 Sin datos
41 110 89
42
137 129
43
110 108
44
98 Sin datos
45
115 131
46 130 Sin datos
47
Sin datos Sin datos
48
98 Sin datos
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Figura 21. Arbol de distancias de paises de Latinoamérica de acuerdo a las
mutaciones patogénicas del gen CFTR.

Fuente: Luna, Pivettaa, Keyeuxb, & Perez(2007)
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