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Resumen

La Fibrosis Quistica (FQ) es un desorden genético muy
comin en la poblacion Caucésica siendo la mutacién
AF508 la mayormente involucrada en su etiologfa. En
regiones geogréficas diferentes a la Europea, especifica-
mente en Latinoamérica, poco se conoce sobre su inci-
dencia y etiologia. Se presenta el estudio genético de 10
afectos ecuatorianos de FQ. Se realizé la deteccion de la
mutacion AF508 mediante PCR y. el andlisis de otras
siete mutaciones frecuentes en la poblacién Europea me-
diante un test INNO-Lipa. Se encontré que la incidencia
de la mutaciéon AF508 fue 25% y ninguna de las otras
siete fue detectada en nuestra poblacién, lo cual indica
que al menos el 60% de las mutaciones en la poblacién
estudiada son diferentes a las mas comunes en Europa.
Datos similares han sido reportados en otros paises
Amerindios, por tanto se sugiere que [a FQ en el Ecuador
y en Latinoamérica en general, tiene una etiologia dife-
rente a la Europea. Esto puede deberse a que los grupos
étnicos son marcadamente diferentes entre estas dos
regiones.
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Summary :
Cystic fibrosis is a very common genetic disorder in the
Caucasian population, and the AF508 mutation is the
mainly involve on its ethiology. In different European
geographic locations, specifically in Latin America, there's
no much knowledge about its incidence and ethiology.
We show the genetic study of 10 Ecuadorian CF affects.
Detection of AF508 mutation was made through PCR and
for the study of other seven frequent mutations in the
European population we used the INNO-Lipa test. It was
found that the incidence of the AF508 mutation was 25%
and none. of the other seven were detected in our
population, which indicates that at least 60% of the
mutations in the studied population are different from the
most common in Europe. Similar data have been reported
in other Amerindian populations, so it's suggested that
the CF in Ecuador and in Latin America, has a different
ethiology from Europe. It could be because of the ethnic
groups are consistently different in both regions.
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Introduccioén

La Fibrosis Quistica (FQ) es un desorden genético auto-
somico recesivo. Las caracteristicas de la enfermedad
incluyen obstrucciéon pulmonar crénica, colonizacién
bacteriana en las vias aéreas, insuficiencia de enzima
pancredtica debido al bloqueo de los conductos secre-
torios, electrolitos elevados en el sudor y fertilidad
reducida en los hombres.'* '

Es un desorden muy comin en la poblacion Caucisica,
con una incidencia de alrededor de 1 por cada 2.000
nacidos vivos." > Sin embargo, su incidencia varia en
diferentes poblaciones y regiones geograficas. Se ha
estimado una incidencia, en base al mimero de nacidos
vivos, de 1/3.500 blancos en Estados Unidos, 1/14.000
negros, 1/25.000 asiaticos, 1/10.500 indios americanos y
1/11.500 hispanos.®

El gen de la FQ fue identificado en 1989.5% El producto
codificado  por este gen, llamado regulador de la
conductancia transmembrana de la fibrosis quistica
(CFTR), es un canal de cloro regulado por c-AMP, el
cual se encuentra casi exclusivamente en las membranas
de las ‘células epiteliales secretorias en donde media el
movimiento transepitelial de sales y liquidos.>® Una
alteracion o delecién de la proteina CFTR altera las
funciones fisiologicas de los epitelios glandulares.'® La
mutacion mas comuin causante de la FQ es una delecion
de tres pares de bases que causa la eliminacion de un
residuo de fenilalanina en la posicion 508 de la proteina.
Esta mutacién (AF508) estd presente en el 66,8% de
individuos con FQ en Europa.'' En otras regiones con
grupos étnicos diferentes al Caucasico su incidencia es
menor. Asi, en poblaciones Latinoamericanas como la
Mexicana la incidencia encontrada varia entre 34 y
46%.‘2-15

Si bien la AF508 es la mutacién mayormente implicada
en la FQ, hasta hoy se han identificado mas de 800
mutaciones en el gen CFTR causantes de la FQ.'® Sin
embargo, de éstas tan s6lo unas 20 ocurren comunmente
y por lo tanto son usados como marcadores de
diagndstico de “primera linea”.’ La incidencia de las
mutaciones restantes es sumamente baja y la gran
mayoria han sido detectadas unicamente en familias
aisladas."’

En nuestra poblacion se desconoce la incidencia de la FQ
asi como las mutaciones causantes de este desorden. El
presente estudio tiene por objeto determinar si las
mutaciones presentes en nuestra poblacion son las mas
frecuentemente involucradas en la FQ en otras
poblaciones o si su etiologia es diferente.
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Materiales y métodos

Se realizé un seguimiento de los afectos de FQ diagnos-
ticados clinicamente entre 1993 y 1998. Durante este
perfodo se encontraron 10 afectos de FQ no relacionados
entre si. Cada afecto fue estudiado junto con su familia
para consejo genético.

De cada individuo se obtuvieron 15cc de sangre periféri-
ca en tubos con anticoagulante EDTA. Para la obtencion
de ADN gendémico se realizod la purificacion mediante
proteinasa K y la precipitacién con etanol y NaCl.'®

Para el andlisis de la mutacién AF508 se amplificé el
exon 10 del gen CFTR mediante la reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR) usando los cebadores CF1 5’-
GTTGGCATGCTTTGATGACGCTTC-3’ y CF2 5°-
GTTITTCCTGGATTATGCCTGGCAC-3’. La mezcla
para la amplificacion contenia 400 pM de cada dNTP,
0.8 uM de cada cebador, 100ng de ADN, 1.25 U de Tagq
polimerasa Gibco, 2 pl de buffer de reaccion Gibco 10X
(200 mM Tris-HCI (pH 8,4), 500mM KCI), y 3mM de
MgCl, para un volumen total de 20ul. La reaccién de
PCR se llevo a cabo en un termociclador Perkin Elmer
con ¢l siguiente programa de temperaturas: una desnatu-

racién inicial del ADN a 95°C por 5 minutos, luego 95°C
por 20seg, 58°C por 50seg, 72°C por 1min, por 35 ciclos,
seguido de una extensién final a 72°C por 5 min. Los
productos de PCR se sometieron a electroforesis en un
gel de poliacrilamida (19:1) 9% a 600V por 2 horas.
Posteriormente los productos se evidenciaron mediante
bromuro de etidio.

En los individuos que no presentaron ningiin alelo AF508
se analizd posteriormente la presencia de otras sicte
mutaciones frecuentes en 1a poblacion Europea (G542X,
NI1303K, 1717-1, W1282X, G551D, R553X, A1507)
mediante el test INNO-Lipa.

Resultados

El producto resultante de la amplificacién por PCR del
exon 10 del gen CFTR para la deteccion de la mutacion
AF508 es un fragmento de 98 pares de bases si el alelo
no tiene la mutacién y de 95 pares de bases si el alelo
tiene la delecion de 3 nucledtidos (mutacion AF508). Los
resultados en algunos de los grupos familiares estudiados
se presenta en la Figura 1.
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Figura 1. La fotografia muestra algunos casos analizados. Afectos FQ: Linea 2 (AF508/AF508). Linea 5 y 9 (AF508/X). Linea 7 (X/X). Padres de:

Individuo 2: lineas 1 y 3 (AF508/N). Individuo 5: linea 4 (X/N). Individuo 7: linea 8 (X/N). Individuo 9: linea 10 (X/N). Hermana de individuo 5:

linea 6 (N/?). N=normal. ?= no determinado.

De los diez afectos de FQ analizados, se encontr6 que tan
solo uno (10%) tenia los dos alelos AF508
(AF508/AF508); tres (30%) presentaron un solo alelo
AF508 (AF508/x); y los restantes seis (60%) no presen-
taron ningan alelo AF508 (x/x). “x” representa las
mutaciones no - AF508 (Tabla 1).

Tabla 1. Genotipos AF508

X/X AF508/X  AFS08/AS08
N 6 3 1
% 60 30 10
N=niimero de individuos.

%=porcentaje
X=mutaciones no-AF508

Cinco de los veinte cromosomas analizados presentaron
la mutacion AF508, lo cual representa una incidencia del
25% en 1a poblacién analizada. _

Mediante el test INNO-Lipa no se pudo detectar ninguna
de las mutaciones mas comunes a la poblacion Europea
en los seis afectos que no presentaron ningin alelo
AF508. La ausencia de estas mutaciones en doce de los

veinte cromosomas analizados indica que al menos el
60% de las mutaciones causantes de la FQ en la
poblacidn estudiada son diferentes a las mas comunes en
la poblacion Caucasica.

Discusién

La FQ tiene su mayor incidencia en la poblacion
Caucasica, tanto Europea como Norteamericana, con una
frecuencia de portadores de 1 por cada 25 individuos
aproximadamente, por lo que es uno de los desordenes
genéticos sobre los que mas se ha investigado a nivel
molecular, principalmente en lo referente a su ctiologia;
dicha investigacion se ha centrado principalmente en la
poblacion Europea, en donde es mas comun. Existen
pocos reportes en otras poblaciones; especificamente en
Latinoamérica poco se conoce acerca de su incidencia y
etiologia. En el Ecuador s6lo se ha reportado un
estudio.'® Si bien no existen datos estadisticos sobre este
desorden, los pocos afectos encontrados en este estudio a
lo largo de 5 afios, al igual que lo reportado anterior-
mente,'” sugieren que la incidencia de la FQ en el
Ecuador es menor a la incidencia de 1/11500 estimada
para los hispanos.’
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Si bien la mutacién mas comun causante de la FQ s la
AF508, su incidencia varia entre diferentes regiones
geogréﬁcas Asi; en ¢l Norte de Europa y en Norteamé-
rica su frecuencia estd entre 70 y 90% mientras que al
‘Sur de Furopa la frecuencia es de alrededor del 50%.%
En poblaciones no caucasicas es poco lo que se ha
reportado sobre la incidencia de la FQ, sin embargo, su
incidencia varia entre poblaciones: desde 53,8% en la
India,?' hasta 0% en Japén.”” En Latinoamérica se han
reportado datos unicamente para México, Argentina,
Brasil e hispanos residentes en Estados Unidos. Estos
pocos reportes demuestran frecuencias = relativamente
diferentes entre si: 34,4 a 45% en México,'*"? 50,8% en
Brasil,? 57%-60,9% en Argentina®** y 46% en hispanos
residentes en Estados Unidos.'> Si bien la incidencia
encontrada en Argentina resulta ser similar a la poblacion
del Sur de Europa,®* ésta no es comparable con otros
paises de Latinoamérica debido a sus diferentes relacio-
nes historico-geograficas. La incidencia encontrada en
Brasil tampoco es comparable con la poblacién amerin-
dia, mayoritaria en los restantes paises de Latinoamérica,
ya que su poblacion tiene también una relacién histérico-
geogrifica distinta. Por tanto, 1a unica poblacién real-
mente representante de la poblacién indoamericana resul-
taria ser la mexicana, en donde se observa una frecuencia
relativamente baja del alelo AF508 en comparacion con
la poblacién caucdsica. La incidencia encontrada en este
estudio en el Ecuador (25%) resulta ser, sin embargo,
considerablemente mds baja que la encontrada en
México. Esta baja incidencia se debe probablemente a
que el tamafio de la poblacién analizada en este estudio
es bastante reducida; esto wltimo, sin embargo, es conse-
cuencia directa de la baja incidencia de este desorden
genético en nuestro pais. A pesar de ello, la frecuencia
encontrada es un indicativo de que Ia FQ en el Ecuador,
y en general en la poblacién indoamericana, si considera-
mos que la frecuencia encontrada en México también es
mas baja que la media conocida en Europa, es causada en
gran porcentaje por mutaciones distintas a la AF508, a
diferencia de lo que sucede en la poblacién caucisica.

La ausencia de las otras siete mutaciones mas comunes
en Europa indica que al menos el 60% de las mutaciones
presentes en la poblaciéon ecuatoriana de FQ, no
corresponden a las siete que mayormente se encuentran
en la poblacién caucdsica. En otro estudio en México,'
se encontrd que el 43,75% de mutaciones presentes en la
poblacién no correspondieron a ninguna de las quince
mis comunes en la poblaciéon caucasica. Estos datos
sugieren que la etiologia de la FQ en las poblaciones
amerindias de Latinoamérica es diferente a la de la
poblacion caucasica. Esto puede deberse a que los grupos
étnicos existentes en Latinoamérica y Europa son marca-
damente diferentes entre si. Asi, los grupos étnicos mas
importantes en el Ecuador son mestizos y Amerindios.?
Estos hallazgos indican que un andlisis de la AF508 en
parejas que tienen antecedentes familiares de FQ y que,
por tanto, probablemente son portadores de la enfer-
medad, resultaria de poco valor como diagnéstico en la

poblacién ecuatoriana. Asi mismo, tampoco seria de mu-
cho aporte la utilizacién de tests disefiados para iden-
tificar las mutaciones mas comunes de Europa en nuestra
poblacion.

Desde un punto de vista de asesoramiento genético, la
causa mas frecuente de tener hijos afectos, es el cruce de
dos portadores, en cuyo caso la recurrencia para cada
nuevo embarazo ¢s del 25%, .independientemente del
niamero de hijos sanos o afectos de FQ. La comprensién
de 1a FQ en sus aspectos genéticos, pese a los grandes
adelantos, es ain un desafio en lo que se refiere al
diagnéstico prenatal efectivo, a los estudios poblaciones
para identificar grupos de riesgo y al desarrollo de un
tratamiento.”’

Este trabajo constituye el primer acercamiento hacia las
causas genéticas de la FQ en ¢l Ecuador. Es importante,
sin embargo, realizar ¢l anilisis de un mayor niimero de
afectos y mas importante aun, se hace necesario el
estudiar todo el gen CFTR para determinar 1a ocurrencia
e incidencia de mutaciones que seran poco frecuentes o
aun no descritas hasta hoy.
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