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RESUMEN

La Fibrosis Quistica es una enfermedad autosémica recesiva causada por variantes
de pérdida de funcion en el gen CFTR. Conocer la genética de la enfermedad se
dificulta, debido a que en la actualidad se han descrito mas de 2000 variantes
genéticas diferentes, que causan fenotipos variables con gran heterogeneidad
clinica, cuya incidencia varia en la poblacion segun sus origenes geograficos y
étnicos. El objetivo del presente estudio fue identificar las variantes del gen CFTR
en los pacientes con Fibrosis Quistica de la Fundacién Fundafigen la ciudad de
Cuenca. Se realiz6 un estudio observacional de tipo descriptivo y transversal en
base a la revision de los registros clinicos de Fundafiq y el Hospital Vicente Corral
Moscoso. Se identific un grupo de 9 pacientes con analisis molecular, encontrando
las siguientes variantes, cuyas frecuencias fueron F508del 4, N1303K 4, H609R 3,
G85E 2, c.2672del 2, W496R 2 y L15P 1. En el analisis del arbol genealdgico se
encontr6 consanguinidad en 4 pacientes y antecedente familiar en seis pacientes.
En conclusion, en los resultados de este estudio muestran que las variantes
identificadas con mayor frecuencia fueron la F508del, N1303K y H609R. Se
identifico una variante nueva la W496R no reportada en otras poblaciones, la cual
es relevante en el conocimiento del espectro de variantes en la poblacién de

Ecuador.

Palabras clave: Fibrosis Quistica, Variante patogénica, Alelo.



ABSTRACT

Cystic Fibrosis is an autosomal recessive disease caused by loss of function variants
in the CFTR gene. Knowing the genetics of the disease is difficult, because at
present more than 2000 different genetic variants have been described, which cause
variable phenotypes with greatclinical heterogeneity, whose incidence varies in the
population according to their geographical and ethnic origins. The aim of this study
was to identify the variants of CFTR gene in patients with Cystic Fibrosis from
Fundafiqg Foundation in Cuenca city. A descriptive and transversal observational
study was carried out based on the review of Fundafigq and Vicente Corral Moscoso
Hospital clinical records. It was identified a group of 9 patients with molecular
analysis, finding the following variants, whose frequencies were F508del 4,
N1303K 4, H609R 3, G85E 2, ¢.2672del 2, W496R 2 and L15P 1. In the analysis
of the family tree it was found consanguinity in 4 patients and family history in six
patients. In conclusion, the results of this study show that the most frequently
identified variants were F508del, N1303K and H609R. It was identified a new
variant the W496R not reported in other populations, which is relevantin the

knowledge of the spectrum of variants in the population of Ecuador

Keywords: Cystic Fibrosis, Pathogenic Variant, Allele



l. INTRODUCCION

La Fibrosis Quistica es una alteracion genética con herencia autosémica
recesiva, causada por variantes patogénicas en el gen CFTR (Regulador de la
Conductancia Transmembrana de la Fibrosis Quistica). Codifica una proteina de
1480 aminoacidos, que funcionacomo un canal de cloruro dependiente de adenosin
monofosfato ciclico (AMPc) (1). En donde la proteina defectuosa produce la
aparicion de un amplio fenotipo clinico con un compromiso multisistémico, siendo
la enfermedad pulmonar obstructiva la causa primordial de muerte en los pacientes
con Fibrosis Quistica. Sin embargo, también afecta otros sistemas de &érganos
causando obstruccion, inflamacion, dafio tisular y destruccidn. Estas alteraciones
conducen a la muerte en los diez primeros afios de vida de los enfermos sin un

diagnostico y tratamiento oportuno (2).

Hasta la actualidad se han descrito méas de 2000 variantes del gen CFTR y
al menos 360 variantes patogénicas causanFQ, siendo la delecion de la fenilalanina
508 (p.Phe508del), la mutacién mas comun que afecta al 85% de pacientes con la
enfermedad (3). La mayoria de las otras mutaciones son raras y especificas de una
poblacion y grupo étnico. En la actualidad la identificacion de variantes del gen
CFTR se basa en el diagnostico para variantes comunes, estos resultados cambian
segun las variantes incluidas y la heterogeneidad alélica de cada poblacién. Siendo
una necesidad el diagndstico molecular completo del gen CFTR, que permita la

identificacion de las variantes noincluidas en los paneles comunes.



En Ecuador las variantes del gen CFTR que causan Fibrosis Quistica son
heterogéneas, donde se han descrito diferencias en la prevalencia de variantes entre
la poblacidn ecuatoriana con otros paises de Latinoaméricay a nivel mundial. El
presente estudio busca identificar las variantes del gen CFTR en los pacientes
diagnosticados con FQ de la Fundacion Fundafiq, importantes para el conocimiento
del espectro y las frecuencias de las variantes de la FQ en Ecuador, el cual es
fundamental para un diagnostico molecular adecuado. Los resultados logrados en
esta investigacion pueden ser el inicio de estudios de analisis moleculares méas
amplios, que permitan conocer las variantes del gen regulador de la conductancia

transmembrana (CFTR), en la mayoria de pacientes de la poblacién ecuatoriana.



1. PLANTEAMIENTO DE LA INVESTIGACION

2.1PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La Fibrosis Quistica es una alteracion genética de herencia autosémico
recesivo, causada por variantes en el gen CFTR (Regulador de la Conductancia
Transmembrana de la Fibrosis Quistica). Es una enfermedad multisistémica que
produce la formacion de un moco viscoso que obstruye principalmente las vias
respiratorias y los conductos del pancreas. El promedio de sobrevida en Ecuador en
donde no existe implementado un diagnostico temprano y programas de manejo de
la enfermedad, es de 9.5 afios y ademas se desconoce la incidencia real de la

enfermedad.

En el presente trabajo se plante6 identificar las variantes del gen CFTR en
pacientes diagnosticados con Fibrosis quistica de la fundacion Fundafig en la
ciudad de Cuenca, en donde es escasa la informacidn existente de la enfermedad,
enfocandose principalmente en conocer las frecuencias de las variantes en la
poblacion y de estaforma establecer un anélisis molecular adecuado que influyaen
el diagndstico, tratamiento y prondstico de la enfermedad, que contribuya en

mejorar la calidad de vida de los pacientes.

Al ser la Fibrosis Quistica un trastorno con patron de herencia autosémico
recesivo es interesante también el estudio de analisis de arbol genealdgico
fundamentales para identificar consanguinidad y antecedente familiar de la

enfermedad enfocada en el asesoramiento genético.



2.2 MARCO TEORICO

221 GENCFTR

El gen CFTR se ubica en el brazo largo del cromosoma 7, en la
posicion 7931.2 y fue identificado mediante técnicas de ligamiento en el afio
1989 por Riordan et al. Tiene aproximadamente 180.000 pares de bases de
longitud (4). Esta compuesto por 27 exones, que abarcan aproximadamente 190
kb de ADN gendmico que se transcribe en un RNAm de 6,2 kb. Codifica para
una proteina de 1480 aminoacidos denominada regulador de la conductancia
transmembranade la Fibrosis quistica, CFTR por sus siglas en inglés (Cystic

Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator) (5).
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Figura 1. Gen CFTR. Ubicacion en el brazo largo del cromosoma 7; contiene
27 exones; 190 kb de ADN gendmico humano. EI ARNm tiene una longitud de 6,2
kb, incluidas las regiones no traducidas. La proteina formaun canal de
cloruro/bicarbonato compuesto por cinco dominios: dos dominios
transmembrana TMD1 y TMD2, dos dominiosde unién a nucleétidos NBD1y
NBD2 y un dominio regulador RD.

Fuente: Lopes. 2019. (5)



El gen CFTR es un miembro de la stuper familia de genes de casete
de unién a ATP (ATP-binding cassette) denominado ABC, un codifica un canal
de aniones activado por fosforilacion y Trifosfato de adenosina (ATP) (6), que
conduce cloruro, bicarbonato y otros sustratos, regulando asi la composiciény
el volumen de las secreciones epiteliales de las vias respiratorias, tracto
gastrointestinal, conducto biliar, conductos sudoriparos, pancreas y érganos
reproductivos. Se han descrito mas de 2000 variantes del gen CFTR, de las

cuales al menos 360 variantes patogénicas causan Fibrosis Quistica (7).

2.22 PROTEINACFTR

Es una glicoproteina transmembrana de 1480 aminoacidos que
funcionacomo un canal selectivo de ion cloruro en la membrana plasmatica de
las células epiteliales, regulada por adenosin monofosfato ciclico (AMPc) (8).
Su funcion normal inicia en el nicleo celular con la transcripcion de un ARNm
con modificaciones postranslacionales en su paso por el reticulo
endoplasmatico con un correcto acoplamiento, glicosilacién y transito a traves
del aparato de Golgi hasta la membrana celular, donde se ancla y cumple su

funcion de un canal regulador de cloro (9).

La proteina CFTR esta constituida por cinco dominios diferentes;
dos dominios transmembrana (TMD1 y TMD2), dos dominios de unién a
nucleétidos (NBD1 y NBD2) y un dominio regulador (R). Los dominios
transmembrana (TMD) estan formados cada uno por seis hélices alfa que

atraviesan por completo la bicapa de fosfolipidos y forman un poro de



conducciondeaniones. Ensu estructura los segmentos de transmembrana (TM)
estdn unidos por bucles extracelulares e intracelulares en cada dominio
transmembrana (TMD) los cuales cumplen funciones importantes en la
biogénesis del CFTR y en el plegamiento postraduccional para lograr la

estabilidad conformacional (4).

Losdominiosde unionanucle6tidos NBD1y NBD2 estan expuestos
al citosol y presentan una secuencia altamente conservada para la union e
hidrdlisis de ATP (10). Y el dominio regulador R que también esta expuesto al
citosol, tiene secuencias consenso que contienen serinas y treoninas para la
fosforilacion por la proteina quinasa A (PKA) y la proteina quinasa C (PKC)
dependientes de adenosin trifosfato (ATP) y adenosin monofosfato ciclico
(cAMP) que inducen alteraciones en la conformacion de la proteina CFTR y
permite la conductancia de aniones a traves del canal (11). Asi el dominio R
adapta su conformacion necesaria para una proteinacompletamente funcional,
en donde un dominio R no fosforilado evita la dimerizacion de NBD1y NBD2,
lo que da como resultado un canal cerrado. Existe una pequefia hélice
inhibidora en el dominio R que esta acoplado dentro del vestibulo intracelular
entre los dominios de unién de nucleotidos, lo que impide la apertura del canal
cuyas funciones estan mediadas por la proteina quinasa A (PKA), dando como
resultado la dimerizacion de NBD y la posterior apertura del canal idnico

(4,12,13).
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Figura 2. Estructura proteina CFTR. La proteina reguladorade la
conductancia transmembrana de la fibrosis quistica (CFTR), es una glicoproteina
politopica de 1.480 aminoacidos de la familia de transportadores ABC (ABCC7).

Contiene dos TMD (TMD1y TMD2) que forman el poro del canal, dos NBD
citosolicos (NBD1y NBD2) que impulsan la compuerta del canal y un dominio
regulador (RD) intrinsecamente no estructurado que controla la actividad del
canal a través de la fosforilacion mediada por PKA.
Fuente: Ratjen etal. 2015. (6)

2.2.3 MUTACIONESDEL GEN CFTR

El gen CFTR que causa la Fibrosis quistica fue aislado por clonacion
posicional y caracterizado en 1989y hasta la actualidad se han descrito méas de

2000 variantes del gen CFTR (http://genet.sickkids.on.ca/cftr/app), de las

cuales 360 de estas variantes se ha confirmado causan Fibrosis quistica

(https://cftr2.org/) y su frecuencia se presenta con considerables variaciones

segun sus origenes geograficosy étnicos (6). La variante de delecion de una

fenilalanina en la posicion 508 (F508del) es la variante mas prevalente que


http://genet.sickkids.on.ca/cftr/app
https://cftr2.org/

causa Fibrosis Quistica y que afecta aproximadamente al 90% de los alelos a
nivel mundial. Sin embargo, la mayoria de las variantes demuestran cierta
frecuenciaen regiones especificas y aproximadamente 20 mutaciones alcanzan
una frecuencia mayor al 0,1% considerando toda la poblacién con Fibrosis

quistica (14,15).

Las variantes del gen CFTR se clasifican en seis clases segun el
defecto molecular que puede afectar la produccion, el procesamiento, la funcién

0 la estabilidad del canal de aniones CFTR (6,16).

Clase I: variantes que causan un ARNm inestable y poca o ninguna
proteina CFTR, ocasionadas por cambios de marco de insercion o delecion,
empalme anormal o codones de parada prematuros. Asi los ejemplos de
variantes de Clase I incluyen R553X 'y G542X, consideradas como un fenotipo
grave de la enfermedad, siendo la G542X la segunda mutacion CFTR mas

comun (14).

Clase Il: variantes que causan el procesamiento defectuoso de la
proteina, las cuales no pueden recorrer la via de proteostasis CFTR y pocas
veces llegan a la membrana celular. Asi la variante F508del causada por la
delecion detresparesde bases enel exdn 11 que ocasionalaeliminacion de una
fenilalanina en el residuo 508 (F508del) se encuentra aproximadamente en el

90% de los pacientes con Fibrosis quistica quienes tienen uno o dos alelos



F508del. En esta clase de variantes tambien se incluye N1303K, G85E y E92K|

consideradas también como un fenotipo grave de la enfermedad (17,18).

Clase I11: variantes que alteran la regulacion de canal defectuoso,
las cuales pueden causar una actividad reducidadel canal debido a que afecta
los dominios de unién a nucledtidos (NBD) o los sitios de fosforilacion del
dominio regulador (R) de CFTR. Asi la mutacién G551D, ubicada en ABP2,
evita la union de ATP, inhibiendo asi la apertura del canal CFTR. Lo cual es
debido a que con la dimerizacion de los NBD de CFTR que forma dos bolsas
de unién a ATP, denominadas ABP1y ABP2. Asi la union de ATP a ABP1
ayuda a estabilizar la conformacion de canal abierto de CFTR y la union de

ATP de ABP2 depende la apertura del canal (19).

Clase 1V: variantes que causan la conductancia defectuosa o
activacion de canales, asi las proteinas de esta clase alcanzan un procesamiento
y unacompuertaadecuados, pero las mutaciones en sus dominiosque atraviesan
la membrana provocan una proteina deforme que restringe el transporte de
aniones dando como resultado unadisminucionen el flujo de iones a través de
cada canal abierto y una disminucion general de la corriente conducida por
CFTR. Asi las variantes que afectan la actividad de los poros del canal son

R117H, R347P, R334W (20,21).

Clase V: variantes que causanlareduccion de lasintesis de proteinas

a causa de la produccion de versiones empalmadas incorrectamente del ARNm



de CFTR en proporciones variables y las proteinas resultantes pocas veces
circulan a la membrana celular, lo que resulta en una disminucién del nimero
de canales CFTR funcional. Asi los ejemplos de variantes de clase V més

prevalentes incluyen ¢.3717 + 12191C> Ty ¢.3140-26A> G (22).

Clase VI: variantes que causan proteina inestable, las cuales en la
superficie celular pueden actuar como proteinas funcionales, sin embargo, la
inestabilidad en la estructura de la proteina produce una menor residencia en la
superficie celular, un recambio de proteinas mas rapido causando una menor
conductancia iénica. Asi un ejemplo de esta clase de variantes incluye

c.120del123, Q1412X (23).

Las variantes de laclase I, Il y Il se asocian a una expresion clasica
y grave de la enfermedad, con insuficiencia pancreética, enfermedad pulmonar
cronica e infertilidad en los varones; pero puede existir unagran variabilidad de
manifestaciones clinicas en pacientes con el mismo genotipo. Las variantes de
clase IV, V y VI se relacionan con fenotipos leves o incluso atipicos de la
enfermedad que conduce a un diagndstico tardio. La gran heterogeneidad
molecular del gen CFTR ha determinado una amplia variabilidad clinica de la
enfermedad, cuya gravedad incluso se asocia con los factores ambientales,

sociales y econémicos (24-26).

10
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G542X, R553X GB5E, 1507del. S549R, G551D. R117H, R334W, A455E, 2789+5G>A,

Mutajon sxaaples R1162X, W1282X F508del, N1303K 613490 D1152H 3849+10kbC>T

rF508del, Q1411X

Figura 3. Clases de mutaciones del gen CFTR.
Fuente: Lopes. 2019 (15)

2.24 HERENCIA MENDELIANA DE LA FIBROSIS
QUISTICA

La Fibrosis Quistica es un trastorno de herencia mendeliana
autosomico recesivo (Online Mendelian Inheritance in Man - 219700), que se
manifiesta cuando el alelo mutado estdn en homocigosis, asi el individuo
afectado porlaFQ heredael alelo mutado de susdos progenitores quienes seran
heterocigotos para el alelo mutado y no expresan las caracteristicas fenotipicas

de la enfermedad, estos individuos son denominados portadores sanos (27,28).

En base al patrén de herencia de la Fibrosis Quistica se puede
establecer con el uso del diagrama del cuadro de Punnet, la probabilidad de
individuos afectadosen la descendencia de los pacientes con la enfermedad,; asi
en una pareja de portadores del alelo mutado existe la probabilidad en cada
embarazo de tener ¥ hijos con la enfermedad en la cual esta presente las dos

copias de alelo mutado, siendo el riesgo de recurrencia del 25%, es decir 1 de 4
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de probabilidad de que se manifieste nuevamente la enfermedad en un hijo. La
probabilidad de tener hijos portadores es de %2, es decir es riesgo de recurrencia
serd del 50% de portadores de una copia del alelo mutado y no presentaran la
enfermedad, y la probabilidad de tener hijos sanos es de % con riesgo de
recurrenciadel 25% para hijossanos. En los hijos de una pareja conformadapor
una persona portadora del gen y una persona con Fibrosis quistica la
probabilidad de que se manifieste la enfermedad es de %2 es decir un riesgo de
recurrencia es del 50% de tener hijos con la enfermedad y la probabilidad de
que sean portadores del gen mutado es de %2 es decir el riesgo de recurrenciaes
del50%:; asi al ser la FQ autosémicarecesivaexiste lamisma probabilidad tanto
en hombresy mujeres de presentar la enfermedad, y no se manifiesta en todas

las generaciones de una familia afectada (29).

En las enfermedades autosémicas recesivas es importante conocer el
antecedente familiar y verificar la presencia de consanguinidad que representa
la relacién por descendencia de un ancestro comun; siendo un aspecto
importante en el incremento del riesgo de homocigosis para genes autosémicos
recesivos responsables en este caso de la enfermedad de fibrosis quistica. En la
actualidad existen méas de dos billones de personas en todo el mundo con un
matrimonio o union consanguinea (http://consang.net), siendo el coeficiente de
endogamia (F) el indicativo de probabilidad de que sean idénticos dosalelos de

un gen en un locus especificoy se hereden de un ancestro comun (30,31).
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2.25 ARBOL GENEALOGICO

El arbol genealdgico o pedigri es una representacion grafica de una
historia familiar, con la documentacion de antecedentes familiares y clinicos de
un paciente. Es una herramienta fundamental en la practica de la genética
médica para el asesoramiento genéticoy la investigacion genética (32); ademas
permite identificar personas en riesgo, existencia de consanguinidad, patrones
hereditarios de enfermedades en la familia. Se realiza usando un sistema de
simbolos de la nomenclatura de pedigri humano, el cual fue estandarizado en
1995 por el Grupo de Trabajo de Normalizacion de Pedigri (PSTF) de la
Sociedad Nacional de Consejeros Geneticos (NSGC), quienes propusieron un

sistema de nomenclaturade pedigri con su actualizacion en el afio 2008 (33).

En el desarrollo del arbol genealdgico se debe preservar la
confidencialidad del paciente y la familia. Cada simbolo estandarizado permite
documentar informacién importante de cada individuo segun sus antecedentes
familiares. Se inicia con la identificacion del caso probando o indice, el cual es
indicado con una flecha y es quien describe el historial médico y familiar que
integre como minimo tres generaciones, las cuales estan designadas por
numeros secuenciales romanos desde arriba hacia abajo y cada individuo recibe
la designacién en numeros arabigos de izquierda a derecha facilitando su
identificacion.

La consanguinidad se representa con dos lineas horizontales entre la

pareja, indicando que ancestro comun comparten; siendo importante identificar
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el grado de consanguinidad en la pareja que permita orientar sobre la
informaciondel riesgo de recurrencia que existe para ladescendencia. Se utiliza
el simbolo de diamante para indicar personas con un género no especificado y
se puede usar en personas con trastornos congénitos del desarrollo sexual (DSD)
y en personas transgénero. Asi mismo se utiliza el simbolo de triangulo para un
embarazo que no ha llegado a término. Una linea discontinua de descenso para
identificarunarelacionparental no bioldgica la cual esimportante para los casos
de donantes de gametos parentales y la relacion portadora gestacional a un
embarazo. La utilidad del arbol genealégico o pedigri se centraen la capacidad

para representar informacion compleja de manera simple y gréafica (34,35).
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Figura 4. Simbolos, definiciones y abreviaturas comunes de pedigri.
Fuente: Bennetetal. 2008 (34).

14



2.26 MANIFESTACIONES CLINICAS

La Fibrosis Quistica altera la funcidon de los tejidos epiteliales en los
que el gen CFTR estd altamente expresado, principalmente en el epitelio
glandular. Los pacientes con la enfermedad presentan una expresion fenotipica
variable de manifestaciones clinicas complejas, manifestandose principalmente
en los pulmones, pancreas, tracto gastrointestinal, glandulas sudoriparas y
conductos deferentes, los cuales estan basados en las diferentes clases de

mutaciones presentes en el gen CFTR (36,37).

2.2.6.1 PATOLOGIA RESPIRATORIA

La manifestacion mas prevalente de la Fibrosis Quistica es la
enfermedad pulmonar obstructiva cronicaen el 95% de los casos, debido a que
la proteina CFTR con pérdida o ausenciade funcion conduce a unadisminucién
de secrecion de cloruro y bicarbonato, lo que conduce a una menor hidratacion
de la superficie de las vias respiratorias, lo que dificulta el aclaramiento
mucociliar (38). La reduccion de la funcién de la proteina CFTR también
interviene en la absorcion de agua y sodio dependiente de ENaC (canales
epiteliales de sodio), que conllevaa la pérdida de liquido en la superficie de las
vias respiratorias. Ademas, la capa periciliar se colapsa causando la perdida de
funcidn en el transporte mucociliar debido a que esta capa de gel de mucina
entre la superficie celular y la capa de moco es sensible a las fuerzas osmolares

del moco suprayacente; que en ausencia de un transporte adecuado de liquidos
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las mucinas superpuestas se concentran (39,40). La dificultad del aclaramiento
y la continuaproduccion de mocopor las células del epitelio respiratorio causan
una inflamacion cronica y colonizacidn recurrente por patdgenos oportunistas
de Pseudomona aeruginosa, Staphylococcus aureus, Haemophilus influenzae y
Burkholderia cepacia, causando lesion pulmonar irreversible, bronquiectasias,
insuficiencia respiratoria y muerte prematura. La prevalencia de cada una de
estas bacterias patdgenas varia en las poblaciones de los pacientes con FQ (41).
La infeccion por Pseudomona aeruginosa esta asociada con un aumento de la
mortalidad en los pacientes, debido a que sobrevive y se desarrolla dentro de
biopeliculas de baja tensién de oxigeno en el interior de la capa de moco.
Iniciando la produccion de alginato que forma un microambiente que favorece
el desarrollo de micro colonias, que altera la virulenciay los mecanismos de
resistencia a los antimicrobianos. Ocasionando colonizacion bronquial crénica
con exacerbaciones frecuentes, aumento de la inflamaciony el rapido deterioro

de la funcion pulmonar (42,43).

2.262 PATOLOGIA DIGESTIVA

Pancreas

La insuficiencia pancreatica (IP) afecta alrededor del 85% de los

pacientes con Fibrosis Quistica y se presentaen gran porcentaje de los casos

desde el nacimiento. Es una de las manifestaciones clinicas que potencia la
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gravedad de la enfermedad a causa de la malnutricion; ademas de ser la

primordial causa del retraso en el crecimiento de los pacientes con FQ (44,45).

La secrecion pancreatica tiene un contenido alto de bicarbonato
(HCOg), estimulado por la hormona gastrointestinal secretina. Que origina el
incremento de secrecionde bicarbonato (HCO3) por las células ductales que son
las especificas del pancreas y células centroacinares. Al activar la adenilciclasa
y elevarel AMPc, el cual incrementa la secrecién de bicarbonato y esta regulado
por la proteina CFTR con la activacion de un canal de cloro en la membrana
luminal. El cual ademas esta adaptado a un intercambiador de ClI- /HCO3 en
donde se origina la sustitucion de cloro por bicarbonato dando como resulado
el incremento delmismoen laluz ductal. Lahormona gastrointestinal secretina,
también incita al cotransportador de Na+ -HCO3 en la membrana basolateral,
cuyos efectos también ayudan la secrecion de bicarbonato (HCO3) con
direccion a la luz ductal. Su funcion primordial es neutralizar el pH acido
originado por las secreciones gastricas y posibilitar una funcion optima de las

enzimas pancreaticas (46,47).

El gen CFTR se expresa en la mayoria de los epitelios digestivos y
su disfuncion esta relacionado con una secrecion deficiente de bicarbonato
pancreatico con una funcién inadecuada en los ductos intralobulares y una
reduccion del pH duodenal, afectando la funcién adecuada de las enzimas
digestivas del pancreas exocrino como la amilasa, proteasa, lipasa, colipasay

fosfolipasas (48). La deficiencia de amilasa pancreética origina una mala
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digestion del almiddn, causando un aumento de la fermentacion bacteriana del
colon. La disminucion de secrecion de bicarbonato pancreético también esta
asociada a la mala absorcion de los lipidos al reducir su solubilizacion. La
insuficiencia pancreatica causa tambien malabsorcion de las grasas, proteinas y

azucares (49).

El cuadro clinico de IP se manifiesta con dolor en el abdomen,
esteatorrea y reduccién en la absorcion de las vitaminas liposolubles E, A, D, K
y acidos grasos esenciales (50). Se manifiesta también el trastorno de
transferencia idnica transepitelial, hiperplasia de las glandulas mucosas y
anomalias cualitativas de mucinas, causando una mucosa intestinal gruesa y
deshidratada que funcionabarrera lo cual restringe la difusion y absorcion de

nutrientes por las células epiteliales del intestino (51).

ileo meconial

El IM es causado por la obstruccion del ileo terminal con meconio
espeso que contiene grandes cantidades de proteinas. Afecta aproximadamente
al 20% de los nifios con Fibrosis quisticay con IP (52). EI IM suele ser la
manifestacioninicial de laFibrosis quistica en el periodo prenatal y escomplejo
cuando esta asociado con perforacionileal, atresia y necrosis; lo cual causa una

peritonitis meconial (MP) (53).
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Sindrome de obstruccion intestinal distal (SOID)

SOID se puede desarrollar aproximadamente en el 10% de los
enfermos con FQ y esta causado por la obstruccién parcial o completa del
intestino delgado, el cual inicia en la regién ileocecal (54). Su cuadro clinico
puede manifestarse con dolor en el abdomen, abdomen distendido, disminucion
del peso corporal y flatulencia. Existiendo también materia fecal evidente y
obstruccion intestinal parcial o completa por la impactacién fecal en ileo
terminal (55). Ademas, presenta cambios inconstantes del transito intestinal
debido a que la obstruccién puede ser parcial. El cuadro clinico con obstruccion
completase manifiestacon doloren lafosailiacaderecha,distensionabdominal

y peristaltismo (56).

2.26.3 MANIFESTACIONES HEPATICAS Y

BILIARES

La afeccion hepaticaen laFibrosis Quisticaestaasociadaala tercera
de las principales causas de morbilidad y mortalidad de los enfermos con FQ.
Es causada por una expresion defectuosa del gen CFTR en la superficie apical
del epitelio biliar, el cual aumenta la secrecion de cloruro biliar apical
incrementando el flujo de bilis independiente de los acidos biliares. Su funcion
anormal o la ausencia de CFTR disminuyen la fluidez y alcalinidad de la bilis,

causando acumulacion y precipitacion de secreciones biliares hiperviscosas en
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el arbol intrahepatico (57). La afeccion hepatica en la Fibrosis Quistica se
presenta de forma variada, desde elevaciones asintomaticas de las
aminotransferasas hasta cirrosis terminal e hipertension portal. Siendo la
esteatosis hepatica la afeccion méas frecuente que se manifiesta
aproximadamente en el 75% de los pacientes con la enfermedad, la cual puede
progresar a una cirrosis biliar focal que es un sintoma especifico de la FQ. Sin
embargo la cirrosis biliar multilobulillar es la manifestacion avanzada de la

afeccidn hepatica y afecta del 2% al 5% de los pacientes (58,59) .

Algunos estudios describen que las anomalias de la vesicula biliar
afectan alrededor del 50% de los enfermos con FQ, con el desarrollo de
distension de la vesicula biliar en el 20% de los pacientes con la enfermedad y
en el 25% de los pacientes pediatricos se desarrolla célculos biliares que son
con mayor frecuencia célculos de bilirrubinato de calcio (60). Las
manifestaciones clinicas con afeccidn hepatica y biliar se observan en los
enfermos con las variantesde clase I, I1, 11 y VI, las cuales afectan la sintesis,
el procesamiento o la regulacion del gen CFTR, pero no se han identificado
asociacion mutaciones especificas de CFTR. También se han establecido causas
de riesgo a la insuficiencia pancreatica y antecedentes de ileo meconial que

estan asociados con la manifestacion de la enfermedad hepatica (57).
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2.2.6.4 AUSENCIA BILATERAL DE CONDUCTOS

DEFERENTES

La ausencia bilateral congénita de los conductos deferentes
(ACBVD) afecta aproximadamente al 97% de los hombres con FQ. El
diagnostico se fundamenta en la presencia de conductos deferentes no
palpables, azoospermia y produccidn de espermatozoides en los testiculos (61).
Es causada por mutaciones que afectan la funcion de los canales de cloruro, lo
cual impide que se regulen el flujo de iones de cloruro y agua a traveés de las
membranas celulares, derivando a que las células del tracto genital masculino
produzcan una mucosidad espesa y pegajosa que obstruye los conductos
deferentes. Estos genotipos son heterocigotos compuestos con una mutacion
severa en un alelo y una mutacion leve en el otro, o en ciertos casos, una
mutacidn leve en cada alelo, causando formas atipicas de Fibrosis quistica o
infertilidad masculina sin ninguna otra manifestacion clinica de la enfermedad

(62).

Estudios describen que la variante especifica de la ACBVD es el
tracto polimdrfico de politimidina (Tn) en el intron 9 de CFTR, debido a que
del tamafio de secuencia de timinas denominada poli-T, la cual puede contener
5,7 09 timinas (T5, T7 0 T9) y se conoce como ¢.1210 12T (5_9); es la que
condiciona la presencia o ausencia del exon 10 en el ARNm de CFTR. La
eficiencia con la que se usa el sitio aceptor de empalme disminuye en paralelo
con el tamafio de la cadena poli-T, lo que incrementa la probabilidad de pérdida
del exdn 10 durante el empalme y el ARNm que carece del exon 10 se traduce

en una proteina inmadura sin actividad de canal. Asi mismo el alelo IVS9-5T
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con afeccion en el 10% de poblacién mundial y se presenta como una variante
de penetrancia incompletaderiva a la formacion de solo el 10% de la proteina
normal, lo cual causa lamalformacionde los conductos deferentes. En genotipo
homocigoto ocasiona alrededor del 95% de ARNm sin exdn 10 en el epitelio
respiratorio, lo que resultaen unaalteracion en eldominio NBD-1 de la proteina

CFTR (61,63) .

En base al amplio espectro clinico de la Fibrosis quistica, con
diferentes manifestaciones clinicas a cualquier edad, la OMS en 1995,
establecio criterios de sospecha clinica y derivacion diagndstica para los

pacientes con Fibrosis quistica (64) .
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Tabla 1. Criterios de Sospecha Clinica y Derivacion Diagnostica para los
Pacientes con Fibrosis Quistica.

Recién nacidos y lactantes menores

ileo meconial

Ictericia neonatal prolongada (colestasica)
Sindrome de edema, anemia, desnutricion
Esteatorrea, sindrome de malabsorcion
Incremento ponderal inadecuado
VOmitos recurrentes

Lactantes

Tos yl/o sibilancias recurrentes o crénicas que no mejoran con
tratamiento

Neumonia recurrente o crénica

Retardo del crecimiento

Diarrea cronica

Prolapso rectal

Sabor salado de piel

Hiponatremia e hipocloremia cronicas

Historia familiar de Fibrosis quistica o muerte en lactantes o
hermanos vivos con sintomas sugerentes.

Preescolares

Tos crénica con o sin expectoracion purulenta, sin respuesta a
tratamiento

Sibilancias crénicas recurrentes inexplicadas sin respuesta a
tratamiento

Incremento deficiente de peso y talla

Dolor abdominal recurrente

Prolapso rectal

Invaginacion intestinal

Diarrea crénica

Hipocratismo digital

Hiponatremia e hipocloremia cronicas

Hepatomegalia o enfermedad hepatica inexplicada

Pdlipos nasales

Escolares

Sintomas respiratorios crénicos inexplicados
Pseudomona aeruginosa en secrecion bronquial
Sinusitis cronica, poliposis nasal
Bronquiectasias

Diarrea crénica

Sindrome de obstruccion intestinal distal
Pancreatitis

Prolapso rectal

Hepatomegalia

Adolescentes y adultos

Enfermedad pulmonar supurativa cronica e inexplicada
Hipocratismo digital

Dolor abdominal recurrente

Pancreatitis
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Sindrome de obstruccion intestinal distal

Cirrosis hepética e hipertension portal

Retardo del crecimiento

Esterilidad masculina con azoospermia obstructiva
Disminucion de la fertilidad en mujeres

2.27 DIAGNOSTICO

2.2.71 TEST DE SUDOR

El test de sudor fue creado en el afio 1959 por Gibson y Cook, y es
la prueba estandar para un diagnostico de la FQ. Fundamentado en inducir al
sudory medir una concentracién de cloruro (Cl ) y sodio (Na*), mediante la
técnica de iontoforesis de pilocarpina, consta de tres fases: induccion,

recoleccion y medicion de electrolitos (65).

La muestra se adquiere de la region del antebrazo en la cara anterior
de la superficie flexora; se desinfecta el area elegida con alcohol, retirando los
residuos con agua destilada. Una vez seca la region elegida se induce la
iontoforesis con pilocarpina con una corriente eléctrica de 1,5 mA con un
control automaético de la intensidad y de la duracion de la estimulacion. Luego
se recoge la muestra, con gasa o papel filtro, 0 a través de microttbulos o por

un colector estandar digitalizado (66,67) .

Los valores que confirman el diagnoéstico de la enfermedad son una
concentracion de lon cloruro en sudor igual o superior a 60 mmol/L; en

resultados con un valor limitrofede 40—60 mmol/L se debe repetir el test cuando
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existe una alta sospecha clinica de la enfermedad. En resultados con niveles de
cloruro <40 mmol/L su resultado es negativo y en los lactantes menores de seis
meses la prueba es considerada dudosa a partir de resultados con niveles de

cloruro en el sudor de 30 mmol/L (64).

Segun los el ultimo consenso de la European Cystic Fibrosis Society,
se puede diferenciar dostipos de enfermedad:
Fibrosis Quistica tipica o clasica: los pacientes presentan manifestaciones
fenotipicas caracteristicas de la enfermedad y una concentracion del test de
sudor positivo, es decir un valor mayor o igual de 60 mmol/L
Fibrosis Quistica no clasica o atipica: las caracteristicas fenotipicas de estos
pacientes son manifestaciones leves de enfermedad pulmonar y compromiso
gastrointestinal, pueden presentar un fenotipo clasico de fibrosis quistica en un
solo sistema de drganos 'y un valor del test de sudor normal de <40 mmol/L o
en el limite de 40-60 mmol/L. Estos pacientes suelen presentar dos variantes

del gen CFTR, siendo la una variante leve (64,65).

2.2.7.2 CRIBADO NEONATAL

El cribado neonatal fue implementado desde 1979 como un
programa de deteccion de Fibrosis Quisticaen recién nacidos, al evidenciar que
los niveles del tripsindgeno inmunoreactivo (TIR) se encontraban elevados en
pacientes con la enfermedad. En 1981 Australia y Nueva Zelanda

implementaron los primeros programas de deteccion de la enfermedad, siendo
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el inicio para que la prueba sea implementada en otros paises como Esparia, en
donde el programa ha sido utilizado en més de un millon de recién

nacidos(68,69).

La prueba valora el tripsin6geno inmunoreactivo (TIR/TIR) y
consiste en evaluar una gota de sangre, que es extraida del talén del pie del
neonato entre el tercer y quinto dia de nacido, en una tarjeta de Guthrie con la
finalidad de empezar un tratamiento temprano para disminuir el dafio pulmonar
y mejorar la calidad de vida del paciente con Fibrosis Quistica. Unavez revelada
la prueba de tripsindgeno inmunoreactiva (TIR) con niveles elevados se debe
derivar al paciente al centro de referencia para la valoracion y realizacion del
testde sudor. Lamismamuestrade sangre extraidadeltalon del pie del neonato
permite realizar también la evaluacién de Tripsina inmunoreactiva/ADN
(TIR/ADN) de recien nacidos, que presentaron la primera prueba de TIR/TIR
en niveles elevados y realizar el anélisis genético de mutaciones de la Fibrosis

quistica (70,71).
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CF Newborn Screening Result: Age

Positive IRT/DNA or IRT/IRT 5-14 days
(Notiﬁcaﬂon of parents and PCP) ~2 weeks
CF Center Diagnostic Evaluation:
Sweat Chloride Test* 2-4 weeks
' ! !
(260 mmol) ( 30-59 mmoll. ) <29 mmol/L
2 CF mutations' |0-1 CF mutation| no DNA data
Outcomes:

CF very unlikelyi

Diagnosis of CF Possible CF

CF Center Follow-up: DNA analysis 1-2 months

« DNA analysis if IRT/IRT « Using CFTR

« Clinical Assessments multimutation

+ Begin therapy aimed method

to stay healthy Ancillary tests

+ Sweat test siblings l
Repeat sweat 2-6 months
chloride test’

* If the baby is at least 2kg and more than 36 weeks gestation at birth, perform bilateral sweat with either Gib: ke or method;

repeat as soon as possible if sweat quantity is less than 75 mg or 15 pl, respectively.
 CF mutation refers to a CFTR mutant allele known to cause CF disease.
{ The disease is very unlikely; however, if there are 2 CF mutations in trans, CF may be diagnosed.
§ After a repeat sweat test, further evaluation depends on the results as implied above.

Figura 5. Diagrama de diagnostico de Fibrosis Quistica para recien nacidos.
Fuente: Philip etal. 2008. (72)

2.2.7.3 DIAGNOSTICO MOLECULAR

En el estudio molecular del gen CFTR se utilizan técnicas que son
indispensablesen la busqueda e identificacion de las variantes patogénicas mas
prevalentes y de mayor morbilidad de la enfermedad. En la actualidad se han
descrito mas de 2000 variantes del gen CFTR con una distribucién y frecuencia
que varia ampliamente segin el origen étnico de cada poblacion. Asi en
poblaciones mestizas como la de Ecuador se describe una amplia variacion de

mutaciones (1,3).
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Para el analisis molecular del gen CFTR se utilizan un panel de
variantes que en gran porcentaje estan dirigidas a la deteccion de variantes
especificas, las cuales identifican del 75-90% de variantes causantes de la
enfermedad y que son observadas en alelos de los enfermos con FQ en la
mayoria de las poblaciones. La deteccion completa de variantes del gen CFTR
se realiza mediante secuenciacion masiva del gen, lo que en la actualidad ha
permitido un gran avance en el prondstico de la enfermedad, en la investigacion
de formas atipicas de Fibrosis Quistica y en la investigacion de terapia
molecular especificade mutacién que actien como correctores y potenciadores
de la proteina CFTR, algunos de los cuales han sido aprobados en varios paises,
mientras que otros estan en desarrollo (73,74). Ademasde ser fundamental en
la identificacién de portadores heterocigotos para la evaluacion de riesgo de
recurrencia de la enfermedad y asesoramiento genético en (75,76):

- Individuos asintomaticos sin antecedentes familiares de Fibrosis Quistica.

- Cuando el conyuge tiene Fibrosis Quistica o es portador asintomatico de
una mutacion el gen CFTR

- Individuos asintomaticos con familiares de primer, segundo o tercer grado

con Fibrosis Quistica en la familia.

En la actualidad el diagnéstico molecular con todos los avances
tecnoldgicos ha permitido aplicarlo en el diagnostico genético prenatal y
preimplantacional de FQ, para un embarazo actual o futuro en parejas que ya

tienen un hijo con FQ, en embriones de parejas heterocigotas y cuando el feto
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presenta ecogenicidad del meconio intraluminal que sugiera sospecha de la

enfermedad (77,78).

2.28 INCIDENCIA Y DISTRIBUCION GEOGRAFICA

La Fibrosis Quistica afecta a mas de 85000 personas en el mundo y
se presenta con mayor frecuencia en la poblacidén caucasica (37), cuya
incidencia es variable entre los diferentes grupos étnicos; asi en Europaes de 1
en cada 2000-3000 recién nacidos, en Europa Occidental de 1- 4500 y 1-6000,
en Europa del Norte y Central. En América del Norte la incidencia es de 1-4000

recién nacidos.

En América Latina la distribucion étnica es muy heterogénea debido
a la mezcla genética de su poblacién y su incidencia promedio es
aproximadamente de 1-8 000 a 1- 10,000 recién nacidos. En argentina es de 1-
6100y 1/ 15,000 en Costa Rica (79) y en Ecuador en donde el 85% de la

poblacion es mestiza se estima una incidencia de 1-11.252 recién nacidos (64).

Datos provenientes de un estudio de meta anélisis realizado en el
2007 por Perez et al, donde los resultados obtenidos en la investigacion de 4354
cromosomas en pacientes latinoamericanos con Fibrosis quistica de los paises
de Argentina, Brasil, Chile, Colombia, Costa Rica, Cuba, Ecuador, México,

Uruguay y Venezuela se encontraron 89 variantes, siendo las mas frecuentes
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(>1%) la F508del (46,69%), G542X (5.07%), N1303K (1.65), W1282X (1.13)

y R1162X (0.96).

Las variantes con frecuencias entre 0,1% y 1% fueron R334W,
G85E,R553X,¢.1811+1.6KbA>G, ¢.3849+10KbC>T,c.1717-1G>A, ¢.3120
+ 1G>A, 1507del, ¢.2789 + 5G>A, ¢.621 + 1G>T, S549N, S549R, G551D,
R1066C, c.2183A>G; c.2184delA, Y1092X, ¢.1812-1G>A, c.IVS8-5T,
€.3659delC y las variantes con frecuencias inferiores al 0,1% fueron R75X,
W1089X, ¢.406-1G>A, ¢.1898 + 1G>A, ¢.2686_2687insT, L206W, I506T,
S5891, c.711+1G>T, c.935delA,  ¢.2055 2063del,  ¢.2347delG,
€.2566 2567insTx, c.2789+2_2789+3insA, ¢.3199 3204del, ¢.3272-26A>G y
c.4016_4017insT. Ademas, identifico el 37,21% de variantes desconocidas.
Este estudio describe la complejidad del diagnostico molecular del gen CFTR
cuyo panel de variantes sugiere incluir para un primer analisis las variantes
F508del, G542X, R1162X, N1303K, R334W, G85E, W1282X y adaptarlo
geograficamente (80).

Estudios realizados en Ecuador describen algunas distribuciones de frecuencia
de las variantes de Fibrosis Quistica; asi en el estudio realizado por Paz y Mifio
etal, enelafio 1999 con 10 pacientes ecuatorianos paraelanélisis de la variante
F508del mediante la técnica de PCR y mediante el test INNO-Lipa se analiz6
las siete variantes mas frecuentes de la poblacion de Europa, G542X, N1303K,
1717-1,W1282X,G551D,R553X, A1507. Laincidencia de la variante F508del

fue del 25% y ninguna de las siete variantes mas frecuentes de la poblacion
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europea fue detectada. Esto sugiere que el 60% de las variantes estudiadas en la

poblacion son distintas de las més frecuentes de la poblacion europea (81).

En el estudio de Valle et al, se determind una incidenciaestimada en
Ecuador de 1 por cada 11.252 nacidos vivos. Se incluyeron 62 pacientes,
utilizando para el analisis de la variante F508del la técnica de PCR (Polimerase
Chain Reaction) por medio de la técnica de heteroduplex y la técnica de
hibridacién reversain situ (test INNO-LiPA CFTR 29+Tn) que identifica las 29
variantes de Europa mas frecuentes. Las variantes identificadas fueron F508del
37.1%, G85E 8.9%, G542X 2.4%, N1303K 2.4%, G551D 1.6% y R334W 0.8%
(82).
En un estudio posterior realizado por Moya et al en Espafia, a 6 pacientes
ecuatorianos con Fibrosis Quistica, describe la variante H609R que no ha sido
descrita en otra poblacion y que se identificé en 4 pacientes homocigotos.
También describe en los otros dos pacientes los genotipos G85E/G85E y

G85E/S549R (83).

De analisis mediante la secuenciacion de los 27 exones del gen
CFTR realizado por Ortiz a 48 pacientes ecuatorianos con FQ se identifico
nueve variantes que causan la enfermedad; F508del, G85E, G330E, A455E,
G970S, W1098X, R1162X, N1303K y H609R en poblacién ecuatoriana. Este

estudio constituye el segundo reporte de la variante H609R en Ecuador (84).
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2.3JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

En Ecuador se estima que la incidencia de la Fibrosis quistica es de
1 por cada 11.252 recién nacidos lo cual no coincide con el niUmero de casos
reportados en Ecuador, lo que dificulta una estimacién real actual por la falta de
registros y los pocos estudios realizados en nuestro pais (64). Los pacientes con
Fibrosis Quistica presentan un amplio fenotipo de manifestaciones clinicas con
afeccidn principal del aparato respiratorio y aparato digestivo; y conforme
avanza la enfermedad muestran dificultades en la realizacion de actividades
diarias, porlo que requierenelcuidadoy atencidnde otras personas. Esto genera
afecciones sociales, psicolégicas y econdmicas de los enfermos con FQ y su

familia.

En la actualidad el tratamiento va enfocado en reducir los sintomas
y mejorar la calidad de vida de los pacientes, para lo cual es imprescindible un
diagndstico temprano de la enfermedad. En nuestro pais existen muchas
limitaciones en el acceso al diagndstico molecular y las investigaciones

realizadas se basan en un panel de variantes mas comunes en Latinoamérica.

El amplio espectro de variantes del gen CFTR con variaciones en
base al grupo étnico y distribucion geografica hace necesario incrementar
estudios del gen CFTR en la poblacién de Ecuador; es por ello que el presente
estudio de variantes del gen CFTR, es el primer estudio de identificacion de

variantes del gen CFTR en la ciudad de Cuenca, que pretende dar respuestas a
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varias preguntas planteadas sobre la Fibrosis Quistica al inicio del estudio, una
de ellas es identificar si los pacientes diagnosticados con FQ de Fundafiq
presentan variantes del gen CFTR ya descritas 0 son variantes genéticas nuevas
y contribuya a conocer el espectro de variantes del gen CFTR en la poblacién

de Ecuador, fundamental para undiagnésticotemprano y oportuno.
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2.40BJETIVO

2.41 OBJETIVO GENERAL

Identificar variantes del gen CFTR en pacientes con diagndstico de
Fibrosis Quistica de la Fundacion Fundafig en el periodo 2017-2018 en

la ciudad de Cuenca, Ecuador.

2.42 OBJETIVOSESPECIFICOS

Determinar la frecuencia de las variantes en los pacientes con
diagnéstico de Fibrosis Quistica de la Fundacién Fundafig en la ciudad
de Cuenca, Ecuador.

Describir las variantes patogénicas poco frecuentes o nuevas del gen
CFTR en pacientes con diagnostico de Fibrosis Quisticade la Fundacion
Fundafiq en la ciudad de Cuenca, Ecuador.

Identificar consanguinidad y antecedente familiar en pacientes con
diagndstico de Fibrosis Quistica de la Fundacion Fundafiqg en la ciudad

de Cuenca, Ecuador.

34



I1l. METODOLOGIA

3.1DISENO DEL ESTUDIO.

La investigacién se acogié a un paradigma positivista y un enfoque
cuantitativo. El disefio de investigacion es observacional de tipo descriptivo

y transversal.

3.2POBLACION Y MUESTRA

El estudio incluye los 9 pacientes con diagnostico clinico y molecular de
Fibrosis Quistica de Fundafiq en el periodo 2017-2018 en la ciudad de

Cuenca, Ecuador.

3.30PERACIONALIZACION DE VARIABLES

Variable Definicion Categorizacion | Tipo de | Escala
variable

Variante gen | Cambiosen la | Positivo Cualitativa Nominal

CFTR secuencia de | Negativo

nucleo6tidos del

ADN.
Frecuencia de | Nimero de | Porcentaje Cuantitativa | Raz6n
variantes. veces que se

repite las

variantes  del
gen CFTR
Variantes poco | Variantes Variantes poco | Cualitativa | Nominal

frecuentes o | descritas o no | frecuentes

variantes en estudios | Variantes nuevas
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nuevas del gen
CFTR.

previos del gen
CFTR.

Antecedente

Familiares

Si

Cualitativa

Nominal

familiar hasta 51 No
generaciones
que presenteno
hayan
presentado la
enfermedad.

Consanguinidad | Vinculo de | Si Cualitativa | Nominal
sangre  entre | No

individuos.

3.4PROCEDIMIENTOSY TECNICAS

Se tom6 como punto de partida aquellos pacientes con Fibrosis
Quistica de Fundafig, con diagndstico molecular de la enfermedad, a quienes
previamente se les realizo la socializacion del propdsito de la investigacion.
Después se procedio a la firma de consentimiento informado la misma que se
realiz6 en el domicilio de cada paciente. Con la firma de este se realiz6 la revision
de losregistros clinicos tanto los que se encontraban enel archivo de Fundafig como
en el Hospital Vicente Corral Moscoso; luego se procedio a la extraccion manual
de datos mediante el llenado de una ficha de recoleccidn en donde se detallan las

variantes genéticas de cada paciente para el posterior procesamiento de las mismos.

Para la elaboracion del &rbol genealdgico se procedid a realizar una
entrevista estructurada a cada paciente, obteniendo informacion de las variables
antecedente familiar y consanguinidad de los miembros de la familia del paciente

indice hasta cinco generaciones atrds. Si el paciente indice no contaba con la

36



informacion necesaria acerca de sus antecedentes se procedia a realizar una
entrevista a sus familiares mas cercanos. La misma se realiz6 en la sala de
Fundacidn garantizando la intimidad y el confort del paciente, con unaduracion de

30 min.

3.5CONSIDERACIONESETICAS

El presente estudio se realizd con la informacion obtenida de
Fundafiq “Fundacién de Ayuda a Pacientes con Fibrosis quistica” y el Hospital
Vicente Corral Moscoso; aprobado por el Comité de Etica de la UPCH, codigo
101938 con constancia N° 111-14-19y la firma del consentimiento informado de
los pacientes y sus representantes legales. Todos los métodos, técnicas y
procedimientos aplicados en la investigacion estuvieron dentro de las normas
nacionalese internacionales paraproyectos de investigacién en humanos, aplicando

la version de Helsinki de confidencialidad, respeto y anonimato.

3.6 PLAN DE ANALISIS

Tras la obtencién de los datos se realiz6 el procesamiento de los
mismos, estos se tabularon en el programa Microsoft Excel. Para el analisis de
las variables se utilizd estadistica descriptiva a través de porcentajes y

frecuencias absolutas de las variables investigadas.

37



IV. RESULTADOS

De los 25 pacientes que acuden a Fundafiq, se incluyeron en este
estudio a 9 pacientes que tenian el diagnostico molecular de las variantes del
gen CFTR.

El grupo de estudio estuvo comprendido en su mayoria por el sexo

masculino, con edades comprendidas entre los 7 afios hasta los 30 afios.

FEMENINO MASCULINO

Gréfico 1. Distribucion de pacientes por sexo.

Se identificaron 7 variantes del gen CFTR descritas en tabla 2, donde se

detalla el namero de alelos identificados y la localizacion en el gen.

Tabla 2. Variantes patogénicas del gen CFTR identificadas en pacientes con
Fibrosis Quistica en Cuenca.

Variante Alelos Exon Consecuencia
patogénica
F508del 4 11 Delecion
N1303K 4 24 Missense
H609R 3 14 Missense
G85E 2 3 Missense
W496R 2 11 Missense
C.2672del 2 17 Delecién
L15P 1 1 Missense
Total 18
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En la tabla 3 se detalla la frecuenciade las variantes identificadas del gen
CFTR, siendo las de mayor frecuencia alélica la F508del identificada en 4
pacientes, la N1303K identificada en 4 pacientes y la variante H609R identificada

en 2 pacientes.

Tabla 3. Frecuencia de variantes patogénicas del gen CFTR identificadas en
pacientes con Fibrosis Quistica en Cuenca.

Variante patogénica Frecuencia alélica
Absoluta

F508del 4
N1303K 4
H609R 3
G85E 2
Trp496Arg 2
c.2672del 2
L15P 1

En latabla4 se muestrael genotipo y los signos clinicos que presentaron los
9 pacientes con Fibrosis Quistica previo al diagndstico clinico de la enfermedad,
cuyos sintomas coinciden con los criterios de sospecha clinica de la OMS de
acuerdo al grupo etario. La etapa de vida en que se encontraba la mayoria los
pacientes al momento del diagnéstico de la enfermedad fue la preescolar y escolar,
lo cual sugiere que en la mayoria de los casos la clinica de la enfermedad se

manifiesta en las primeras etapas de vida.
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Tabla 4. Genotipo e historia clinica de los 9 pacientes con diagndstico de Fibrosis

Quistica.

Paciente

Genotipo

Signosclinicos

Edad de
diagndstico

Test de
sudor

Criterios de
sospecha
clinica
diagnostica
dela OMS de
acuerdo al
grupo etario.

F508del +N1303K

Ileo meconial

4 meses

93

Recién
nacido.

G85E+c.2672del

Problemas
pulmonares.

Tos con
expectoracion.
Dolor abdominal
recurrente.

4 afos

115

F508del+N1303K

Problemas
pulmonares.
Incremento
deficiente de peso
ytalla

2 afios

129

F508del +N1303K

Problemas
pulmonares.
Incremento
deficiente de peso
ytalla

2 afios

103

Trp496Arg+Trp496Argy

Problemas
pulmonares

Tos con
expectoracion.
Incremento
deficiente de peso
ytalla.

4 afios

101

Preescolar

G85E+c.2672del

Sintomas
respiratorios.
Pseudomona
aeruginosa
Bronquiectasias

12 afios

108

F508del +N1303K

Sintomas
respiratorios
Pseudomona
aeruginosa

6 afos

100

H609R+H609R

Sintomas
respiratorios

11 afios

106

Escolar
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Pseudomona
aeruginosa
Bronquiectasias

6 L15P+H609R Problemas 20 afios 113 Adulto
respiratorios
Dolor abdominal
recurrente.
Retardo del
crecimiento

La tabla 5 describe las variantes patogénicas poco frecuentes identificadas
en el estudio. Se incluye la variante c.2672delA que ha sido descrita Gnicamente en
un estudio previo enun paciente de la ciudad de Guayaquil por Paz y Mifio etal en
el 2019, se identificd en 2 pacientes en estado heterocigoto y en el anélisis de arbol
genealdgico se evidencio la presencia de consanguinidad y antecedente familiar.
También se incluye la variante H609R, la cual ha sido reportada en pacientes
ecuatorianos en dos estudios previos por Moya et.al (2009) y por Ortiz et.al (2017).
En este estudio se identifico en 2 pacientes, quienes presentaron valores positivos
en el diagndstico del test de sudor y en analisis de arbol genealdgico no presentaron

consanguinidad ni antecedente familiar.

Tabla 5. Variantes patogénicas poco frecuentes de pacientes con diagnostico de
Fibrosis Quistica.

Paciente | Variante Consecuencia | Test Antecedente | Consanguinidad
Patogénica poco | delavariante | de familiar
frecuente Sudor
1 G85E+c.2672del A Delecion 115 Si Si
2 G85E+c.2672delA Delecion 108 Si Si
6 L15P + H609R Missense 113 No No
9 H609R + H609R Missense 106 No No
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La tabla 6 describe la variante patogénica W496R, la cual es una variante nueva

que no ha sido reportada en estudios previos. Es una variante de intron, causada por

una transicion de timina a citosina. Se identificé con genotipo homocigoto y una

frecuencia alélica baja dentro del grupo de estudio. En el andlisis de arbol

genealdgico se evidencio la presencia de consanguinidad en los padres del paciente

y antecedente familiar con mas afectados con la enfermedad dentro del grupo

familiar.

Tabla 6. Variante patogénica nueva de pacientes con diagndstico de Fibrosis

Quistica
Paciente Variante Consecuencia | Test | Antecedente | Consanguinidad
Patogénica de lavariante | de familiar
nueva Sudor
8 WA496R+W496R | Missense 101 Si Si

Losresultadosencontrados en base alanalisis del arbol genealdgico, indican

que 6 pacientes con Fibrosis Quistica presentaron antecedentes familiares de la

enfermedad dentro del nucleo familiar, evidenciando dos o més afectados con FQ.

Antecedente Familiar

6

Total

No

Si

Gréfico 2. Resultado del analisis del arbol genealdgico para Antecedente
familiar.
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El grafico 3 describe que la presencia de consanguinidad entre los padres de 4
pacientes, el cual es un factor caracteristico para la aparicion de enfermedades

genéticas con patron de herencia autosomica recesiva.

Consanguinidad
5
4
Total
No Si

Gréfico 3. Resultado del analisis del arbol genealdgico para Consanguinidad.
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V. DISCUSION

En Ecuador son muy pocos los estudios realizados sobre la genética
molecular y poblacional de la Fibrosis Quistica, donde se han identificado
diferencias en la prevalencia de variantes entre la poblacion ecuatoriana y otros
paises de Latinoamérica. Esta variabilidad genética surge por la colonizacién
espafiolay su mezcla entre los pueblos indigenas, con aportes menores de africanos

y asiaticos en nuestra poblacion.

El objetivo del presente estudio fue identificar las variantes del gen CFTR
en pacientes con diagnostico clinico y molecular de Fibrosis Quistica; cuyo analisis
molecular fue realizado mediante secuenciacion de proxima generacién (NGS)
disponible; siendo labase paraasipoderrealizar la primeradescripcién de variantes

del gen CFTR en pacientes con Fibrosis Quistica de la ciudad de Cuenca.

Los resultados de este estudio permitieron identificar 7 variantes del gen
CFTR asociadas con la enfermedad, asi la variante patogénica F508del, N1303K,
G85E, H609R, L15P, c.2672delA y W496R representa el 100% de la poblacion
estudiada descritas en la tabla 3. Uno de los hallazgos mas importantes de este
estudio fue la identificacion de la variante patogénica W496R que es causada por
una transicion de timina a citosina, es una transicion sin sentido que ocurrié en
residuos de aminoacidos altamente conservados en la primera region NBF del gen
CFTR. Es una variante de intron y que en la revision de la literatura no se ha
encontrado en ningunaotra poblacion. Siendo el primer reporte de deteccion de la
variante en la poblacién ecuatoriana. El paciente de estudio presento la variante en

genotipo homocigoto. Su lugar de procedencia es de la zona rural de la ciudad de
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Cuenca y su ascendencia es mestiza. En el andlisis de arbol genealdgico se
evidencio la presencia de consanguinidad entre sus padres y méas afectados con la
enfermedad dentro del nucleo familiar, quienes ademas no tenian el diagndstico
molecular. Enfatizando la necesidad de realizar el analisis completo del gen CFTR
en los miembros de esta familia que no tienen el diagndstico molecular que ayude

a determinar la frecuencia de esta variante en la poblacion ecuatoriana.

Otro hallazgo muy importante dentro de este estudio es la identificacion de
la variante patogénica c.2672delA y la variante H609R que son variantes poco
frecuentes reportadas unicamente en la poblacion de Ecuador. Asi la variante
c.2672delA resultante de la eliminacion de un unico par de bases que afecta al
coddn 891, ha sido descrita Gnicamente un paciente de la ciudad de Guayaquil por
Paz y Mifio et al en el 2019 (85) . En este estudio se identifico en 2 alelos en
pacientes con genotipo heterocigoto con la variante G85E. En el analisis del arbol
genealogico de los pacientes que presentaron esta variante se evidencio
consanguinidad entre sus padres y mas afectados con la enfermedad dentro del

nucleo familiar.

La variante H609R se identifico en este estudio en dos pacientes con
genotipo homocigoto y heterocigoto con la variante L15P, con una frecuencia
alélica de 3 de los 18 alelos identificados. Los resultados de esta variante
constituyen el tercer reporte en la poblacion de Ecuador. El primer reporte fue
descrito en un estudio de Moya realizado en Espafia en el 2009 en donde cuatro de
seis pacientes ecuatorianos presentaron la variante en estado homocigoto. En el
2017 fuereportadopor Ortiz et al con unafrecuenciaalélicade 14. Anivel mundial

la variante fue descrita por primera vez por Bienvenu et al, en un paciente con
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Fibrosis quistica de Columbia, pero no existieron datos clinicos disponiblesy en la
revision de la literatura esta mutacion no se ha encontrado en ninguna otra
poblacion. Estos resultados ayudan a conocer la variabilidad genética del perfil de
variantes del gen CFTR dentro de la poblacion siendo importantes considerarlas en

el analisis de la enfermedad (83).

Con respecto a las otras variantes identificadas, la variante de eliminacion
de fenilalanina 508 o F508del que esta presente en el 85% de los pacientes con
Fibrosis Quistica en todo el mundo (86), sigue siendo la variante mas comdn. En
este estudio se identificd en 4 pacientes con genotipo heterocigoto y con una
frecuencia alélica de 4 de los 18 alelos identificados. Esta variante también fue
descrita en otros estudios realizados en Ecuador por Ortiz et.al en el 2017 en 13
pacientes con una frecuencia alélica de 15 (84) y en un estudio realizado por Valle
et al en el 2007 donde se identificaron 46 alelos para la variante (82). En paises de
América Latina como Argentina esta variante de presenta con un porcentaje alto
del (59,2%), Uruguay (56,6%), Brasil (43,1%), Chile (39,3%), Cuba (34,0%) y

Costa Rica (22,9%) (87).

La variante G85E causada por un cambio de nucleétido de guanina por
adenosina (G>A) en la posicion 386 en el exdn 3 y da como resultado la sustitucion
del acido glutdmico por glicina; es una mutacion de clase Il, descrita con una
frecuenciadel 0,4% a nivel mundial (88) y reportada con la frecuenciamas alta en
paises de Europa como Espafia e Italia. En este estudio se identificaron 2 dos alelos
de un total de 18 analizados en 2 pacientes heterocigotos. Esta variante también fue
descritaenel 2017 por Ortiz quien identifico 6 alelos parala variante y en el estudio

de Valle en el 2007 quien identifico 11 alelos en los 62 pacientes. Quien ademas
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describe que la frecuenciade esta variante genética en Ecuador es la mas alta en
América Latina'y a nivel mundial con un porcentaje superior al que se observa en

el Sur de Grecia de donde se cree se origind la variante (82).

La variante N1303K es una variante severa sin sentido de clase 11 (6), con
una mayor incidencia en Europa, es la segunda variante mas comun en Italia y con
una mayor frecuencia al suroeste de Francia. En este estudio se identifico en
heterogeneidad alélica con la variante F508del con una frecuencia alélica de 4 de
los 18 alelos identificados a diferencia del estudio realizado por Ortiz et.al (2017)

quien describe unafrecuencia alélica de 1(89).

En el analisis del arbol genealdgico de los 9 pacientes se evidencio padres
consanguineos en 4 pacientes, con dos o més afectados de la enfermedad dentro del
grupo familiar lo cual sugiere que este factor en el estudio tiene un efecto pequefio
sobre la incidencia de esta enfermedad debido a que se encontraron pocos casos en
el analisis del arbol genealdgico. Sin embargo, es importante continuar con el
estudio de analisis genealdgico atodos los pacientes con laenfermedad que permita
establecer la relacion del factor consanguinidad con la incidencia de la enfermedad.
En los pacientes que no presentaron padres consanguineos, se evidencio también
antecedentes familiares con dos o0 mas afectados con la enfermedad lo que sugiere
la falta de asesoramiento genético en el grupo familiar, el cual es un aspecto
importante a considerar dentro de esta enfermedad. Enfatizando la necesidad de
realizar el analisis molecular de portadores que facilite el asesoramiento genético.
Los resultados obtenidos en el estudio coinciden con una publicacion realizada por
Malambo en el afio 2008 donde describe en el anélisis de arbol genealogico la

reincidencia de enfermos y la consanguinidad en varias familias (90).
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Los resultados de este estudio reafirman la diferencia del espectro de
variantes del gen CFTR en nuestro pais, lo cual sugiere pueden estar asociadas a la
distribucion étnica, la muestra estudiada y al lugar geografico. Las variantes
identificadas pueden contribuir a que se realicen mas estudios de diagnostico
molecular que involucren atodos los pacientes de Fundafiq, mediante el analisis
completo del gen CFTR que contribuya a que exista mayor informacion de la
genética molecular de nuestra poblacién. Siendo importante también mencionar las
implicaciones emocionales, sociales y econdmicas que causa la enfermedad mas
aun cuando se pierde hijos a causa de misma, lo cual se ha evidenciado en este
grupo de estudio y mas aun en dos familias que perdieron a sus hijos a causa de la
Fibrosis Quistica y tienen mas hijos afectados; reafirmando la importancia de un
diagnostico molecular indispensable y oportuno para la enfermedad, el cual es
importante para el inicio de un tratamiento temprano destinado a prevenir o
minimizar el desarrollo de los signos clinicos que mejoren la calidad de vida del

paciente con Fibrosis Quistica.
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VI.

CONCLUSIONES

La frecuencia de las variantes identificadas en los pacientes con

diagnéstico de Fibrosis Quisticade Fundafigen laciudad de Cuenca fue
de 4 para la variante F508del, 4 para la variante N1303K, 3 para la
variante H609R, 2 para la G85E, 2 para la variante W496WR, 2 para la
variante c.2672delAy 1 para la variante L15P.

La variante W496R constituye el primer reporte de deteccion de la
variante en la poblacion ecuatoriana, siendo este un aporte relevante
para el analisis molecular en la determinacion de frecuencias propias de
la poblacidn ecuatoriana.

La variante c.2672delA y la variante H609R son variantes reportadas
Unicamente en la poblacion de Ecuador que deben ser incluidas en el
diagndstico molecular parael anélisis de la enfermedad.

La consanguinidad tiene un efecto pequefio sobre la incidencia de esta
enfermedad debido a que se encontraron pocos casos en el analisis del
arbol genealdgico.

La presencia de antecedentes familiares de la enfermedad dentro del
grupo familiar hace necesario el andlisis de portadores que facilite el

asesoramiento genetico.

49



VII.

RECOMENDACIONES

Continuar con los estudios de analisis molecular del gen CFTR en
los pacientes diagnosticados con Fibrosis Quistica de la Fundacion
Fundafiq, que permita determinar la frecuencia de las variantes en la
poblacion y realizar el analisis molecular de portadores a las familias
con analisis genealdgico y molecular que faciliten el asesoramiento

genético.
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ANEXOS

1X.1 Anexo 1

Grafico 4. Arbol genealdgico del paciente 1.

Grafico 5. Arbol genealdgico del paciente 2.

Grafico 6. Arbol genealdgico del paciente 3.
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Grafico 7. Arbol genealdgico del paciente 4.

Grafico 8. Arbol genealdgico del paciente 5.

Grafico 9. Arbol genealdgico del paciente 6.




Grafico 10. Arbol genealégico del paciente 7.
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Grafico 11. Arbol genealdgico del paciente 8.
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Grafico 12. Arbol genealdgico del paciente 9.



1X.2 Anexo 2

Fotografia 1. Paciente de 7 afios con Fibrosis Quistica. Fotografia obtenida y
publicada con el consentimiento informado de su madre.

Fotografia 2. Paciente de 7 afios con Fibrosis Quistica. Fotografia obtenida y
publicada con el consentimiento informado de su padre.




Fotografia 3. Paciente de 11 afios con Fibrosis Quistica. Fotografia obtenida y
publicada con el consentimiento informado de su madre.

Fotografia 4. Padre de paciente con Fibrosis Quistica de 7 afios. Fotografia
obtenida y publicada con el consentimiento informado




