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RESUMEN
Objetivo: determinar la epidemiologia de la mutacion AF508 del
gen CFTR, en nifios con fibrosis quistica atendidos en el Hospital
Edgardo Rebagliati Martins, durante el 2012.
Material y meétodos: el estudio fue de tipo observacional,
descriptivo, prospectivo y transversal. La muestra estuvo
constituida por 23 niflos pertenecientes al programa de Fibrosis
Quistica del Hospital Edgardo Rebagliati Martins, atendidos en el
periodo que correspondi6é al estudio. Se us6 una ficha de datos,
validada por los médicos asistentes del programa de fibrosis
quistica. Para el analisis de datos se utilizé el programa Excel 12
para Mac.
Resultados: la mayoria de los pacientes estudiados se encontraban
entre los 6 y 10 afios (47.8%). El 73.9% de los pacientes fueron del
sexo masculino, mientras que 26.1% fueron mujeres. Un 78.3%
provenian de Lima, y 21.7% de provincias. La edad media global de
la poblacién estudiada fue de 6.6+/-3.5 afios. Todos los pacientes
tuvieron test de cloro en sudor positivo, al igual que patologia
respiratoria; mientras que 43.5% de los pacientes presento
insuficiencia pancreatica. La presencia de mutacion heterocigota
positiva se manifestd en 26.1% de los pacientes; de los restantes,
13% tuvo mutacidon homocigota positiva, y no se encontro ésta
mutacion en el 60.9%.
Conclusiones: la frecuencia de la mutacién AF508 del gen CFTR en

nifios con fibrosis quistica fue del 39.1% (26.1% heterocigotos, 13%



homocigotos). La mayoria de los pacientes fueron del sexo
masculino, entre 6 a 10 afios y provenientes de Lima. Se usé con
éxito por primera vez rt-PCR, para diagnosticar ésta mutacion en
nuestro pais. Existen diferencias de la frecuencia de la mutacién

con algunos paises de Latinoameérica.



ABSTRACT
Objective: to determine the epidemiology of the AF508 mutation of
the CFTR gene in children with cystic fibrosis treated at the Hospital
Edgardo Rebagliati Martins, in 2012.
Methods: the study was observational, descriptive, prospective and
transversal. The sample consisted of 23 children in the Cystic
Fibrosis program of the Edgardo Rebagliati Martins Hospital, who
were seen in the period covered by the study. A data sheet,
validated by medical assistants program cystic fibrosis was used.
For data analysis Excel 12 for Mac, was used.
Results: most of the patients were between 6 to 10 years (47.8%).
73.9% of patients were male, while 26.1% were female. 78.3% were
born in Lima, and 21.7% in provinces. The overall mean age of the
study population was 6.6 +/- 3.5 years old. All patients had positive
chloride sweat test, like respiratory disease; while 43.5% of patients
had pancreatic insufficiency. The presence of heterozygous
mutation showed positive in 26.1% of patients; of the remainder,
13% had positive homozygous mutation, and this mutation was not
found in 60.9% of the population studied.
Conclusions: the frequency of the AF508 mutation of the CFTR
gene in children with CF was 39.1% (26.1% heterozygous, 13%
homozygous). Most patients were male, between 6 to 10 years and
from Lima. It was successfully used for the first time rt-PCR to
diagnose this mutation in our country. There are differences in the

frequency of the mutation with some latin american countries.



INTRODUCCION

La fibrosis quistica (FQ) es una de las enfermedades autosémicas
recesivas mas comunes. Se presenta en uno de cada 2.000 -
2.500 nacidos vivos y tiene una frecuencia de portadores de uno
cada 20 -25 nacidos vivos. Se caracteriza clinicamente por la
obstruccién de los conductos secretorios en el pulmdén, pancreas
y tracto genital, principalmente; debido a que el tejido epitelial de
los o6rganos afectados se resiente por su incapacidad de
transportar eficientemente el cloruro a través de la membrana
celular. El gen relacionado con la enfermedad reside en el
cromosoma 7 q31-32 y codifica para una proteina llamada
proteina reguladora de la conductancia transmembrana de la FQ
(CFTR). Mutaciones en el gen CFTR resultan en la ausencia de la
proteina funcionalmente activa. La mas comun de todas, es la
denominada AF508, presente en un 58% de los casos y se origina
por una deleccién de 3 pares de bases (CTT) en el exén 10, que
resulta en la pérdida de un aminoéacido (fenilalanina) en la
posicion 508 de la proteina.

Dado el alto porcentaje de mutaciones que cubre la AF508, es de
gran importancia detectar esta alteracion como apoyo al
diagnostico clinico y también como uUnica via de deteccion de
portadores.

Esta deteccion permite la planificaciéon familiar y el consejo

genético cada vez mas desarrollado y pertinente.

10



Usamos la técnica molecular denominada reaccion en cadena de
polimerasa en tiempo real (rt-PCR), ésta técnica es nueva, rapida
y la mé&s avanzada en deteccion de mutaciones y sera la primera
vez en nuestro pais, que servira para tales fines.

En la poblacion pediatrica del Peru el estado actual de ésta
mutacion, se encuentra parcial o suboptimamente estudiada,
razon por la cual consideramos de importancia la realizacion del
presente trabajo de investigacién, que encontré la frecuencia de
la mutacién AF508 en los pacientes pertenecientes al programa
de Fibrosis Quistica del Hospital Edgardo Rebagliati Martins
EsSalud, con edades entre 0 y 15 afos, atendidos durante el
2012 y describimos algunas caracteristicas clinico

epidemiolégicas, de ésta poblacidn.
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. MARCO TEORICO

Hace méas de tres décadas se publicé en la revista Science el
hallazgo del gen CFTR, responsable de la fibrosis quistica (FQ);
localizado en el brazo largo del cromosoma 7 ™, con 180,000
pares de bases y 1480 aminoé&cidos, esta proteina puede sufrir
mutaciones por cinco mecanismos, truncamiento temprano o clase
I, designado con la letra “X” (p.ej. G542X), bloqueo en el
procesamiento o clase Il (p.ej. AF508), bloqueo en la regulacidén
o clase Ill (p.ej, G551D), conductancia alterada o clase IV (p.ej.
A455E), que explica las formas méas leves de la enfermedad y
sintesis reducida o clase V. Recientemente se ha descrito una
nueva forma de mutacién clase VI, que involucra fallas en la
estabilidad de la proteina; aunque permanece aun en
controversia. Hasta la fecha, al menos 1600 diferentes
mutaciones en el gen han sido identificadas '%.

El error puntual en la FQ es la falla en un canal de Cloro,
mediado por AMP ciclico, Illamado regulador de la conductancia
transmembrana de la fibrosis quistica (CFTR)!, el cual a su vez,
es regulado por una proteina kinasa A, la cual es fosforilable, que
la hace vulnerable también a ser modificada y alterada por
eventos epigenéticos.

Las funciones del regulador CFRT [**] no sélo alcanzan al cloro,
sino también al sodio y al calcio, ya que puede formar parte de

complejos moleculares en la membrana celular [*:3].
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Estudios en animales de laboratorio hacen concluir que Ila
proteina CFTR, estad involucrada en la respuesta inflamatoria,

procesamiento madurativo y sefializacién celular

lo que
ocasiona el funcionamiento anormal del transporte de iones
cloruro en la superficie apical de las células epiteliales de las
glandulas exocrinas de los tejidos, haciendo que las secreciones
sean anormalmente viscosas. Hace poco tiempo sabemos que
CFTR puede regular la permeabilidad del cloro por otros medios,
es decir funciona mas que como un simple canal de cloro. [*'3!

La fibrosis quistica (FQ) es una enfermedad multisistémica
cronica que se caracteriza por infecciones bronquiales
recurrentes, asociada a enfermedad pulmonar obstructiva
progresiva e insuficiencia pancreatica con malabsorcion
intestinal, con patrén genético autosémico recesivo [°!,

La mitad de los individuos afectados son homocigotos para la
mutacién AF508 y tienen ancestros en regiones del norte de
Europal®!.

Como sabemos, el genotipo no siempre predice el fenotipo, lo que
sugiere cambios epigenéticos; ya sean por influencia de
componentes ambientales o modificacion post-transcripcional de
la proteina CFTR.

Existen mas de mil otras mutaciones diferentes a la AF508,
muchas de ellas son propias de raza y otras nuevas, producto a

los eventos migratorios o las conquistas de nuevos continentes,

donde se arrastraron genes europeos, para interrelacionarse con
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los de las regiones conquistadas; como asi lo demuestran

[7-10] | as

estudios en Chile, Costa Rica, Ecuador y Argentina
conclusiones de la mayoria de éstos trabajos son que la mutacion
AF508 es menos frecuente en nuestro continente, comparando
con paises de mayor prevalencia; ademas, se encontr6 que la
raza amerindia tiene mayor prevalencia de otras mutaciones,
algunas incluso consideradas propias, como las mutaciones
G85E, W128X, N1303K y Gb542X, ésta dultima originaria de

Espafal'!]

, Y que al parecer fue implantada con el mestizaje
colonial.

En el Pert, con estudios en pocos individuos y utilizando PCR
convencional se estimé la presencia de la mutacién AF508 con

cifras cercanas al 409%/['% 13

. Sin embargo la nueva biotecnologia
permite confirmar éstos hallazgos con procesos mas certeros y
eficaces.

En éste escenario, el PCR en tiempo real (rt-PCR), al eliminar
cualquier proceso post-PCR monitorizando la progresion de la
amplificacion en el momento en que ocurre, es la técnica ideal
para éste tipo de estudios genéticos. A diferencia de la PCR
convencional, que mide la acumulacion de ADN al final de un
namero predeterminado de ciclos, con rt-PCR éste proceso se
hace durante todo el tiempo de amplificacion, usando
fluorescencia, de tal forma que el aumento es proporcional a la

cantidad de ADN formada. En resumen, ésta técnica es

actualmente, el método mas sensible y especifico para encontrar

14



las mutaciones de genes.!*'

Epidemiolégicamente, en los
Estados Unidos de Norteamérica, se estima que 1 de 29 blancos
es portador de alguna mutacién; mientras que indoamericanos 1
de 90, gruesa diferencia. La enfermedad tiene una incidencia
relativa de 1 en 3,300 blancos-caucasicos, 1 en 9,500 hispanos y
1 en 15,300 afroamericanos; siendo bastante rara en asiaticos y
africanos nativos (<1 por cada 15,000 nacimientos). Globalmente
la incidencia es muy variable, de 1 por cada 377 nacidos vivos en
algunas partes de Inglaterra, a 1 por 90,000 nacidos vivos en Asia
y Hawai. [*4]

La supervivencia media de edad varia de un pais a otro y es mas
alta en los Estados Unidos y Canad4, 28 y 32 afos
respectivamente. El promedio de supervivencia en América Latina
es de 6 afos, siendo la principal causa de muerte la insuficiencia
respiratoria en general y cor-pulmonale. Las opciones de
tratamiento estdn cambiando estas cifras, y una persona con
fibrosis quistica nacida en los Estados Unidos, se espera que
sobreviva durante méas de 40 afos.

No hay predileccion por sexo, aunque por razones que no estan
claras, el sexo masculino puede estar asociado con una tasa mas
lenta de disminucién de la funcién pulmonar®®,

La edad media al diagnostico es 6-8 meses; en los paises primer
mundistas, al nacer se diagnostica en 70% de los pacientes; el

resto pasa subdiagnosticado. Por ésta razén los programas de

diagndstico precoz estan cada vez mas en boga. En los paises de
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América Latina, recientemente se estd incluyendo el tripsinégeno
inmunoreactivo en los esquemas de tamizaje neonatal; mientras
que otros aun lo vienen normando, como es nuestro caso.
Clinicamente, los pacientes desarrollan enfermedad pulmonar
cronica e insuficiencia pancreatica exocrina; pero también pueden
desarrollar poliposis nasal, pansinusitis, prolapso rectal, diarrea
cronica, pancreatitis, colelitiasis, cirrosis y disfuncion hepatica
[3:3] Dolor abdominal recurrente y/o efecto de masa en cuadrante
inferior derecho, edema, ictericia neonatal prolongada,
deficiencias de vitaminas (A, D, E, K), ileo meconial, ausencia
congénita bilateral de los conductos deferentes e infertilidad
masculina y femeninal® .
El mecanismo exacto por el cual se produce la inoperancia del
CFRT y como ésta causa la enfermedad, no es conocido aun en
su totalidad. Los iones cloruro no pueden ser excretados, lo que
genera que el sodio sea absorbido en exceso, y el agua, por
mecanismo acoplado, lo siga pasivamente, luego se reseca la
superficie de la mucosa y altera la viscosidad del moco normal,
denominada la hipétesis del bajo volumen!*®!,
La inflamacion pulmonar es otra de las principales causas de la
disminucion de la funcidon respiratoria en pacientes con fibrosis
quistica y puede preceder a la aparicion de los infeccion crénica.
Niveles elevados de interleukina-8, interleukina-6, factor de
[17].

necrosis tumoral alfa y leucotrieno B4'""'; junto con la reduccidn

de los niveles de antiinflamatorios enddgenos, pintan el perfecto
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escenario pro-inflamatorio. Se han encontrado citokinas vy
proteasas en las vias respiratorias de los pacientes con fibrosis
quistical*®!. Incluso receptores Toll-like (Los receptores tipo Toll o
Toll-like receptor TLRs, constituyen una familia de proteinas que
forman parte del sistema inmunitario innato), que reconocen una
variedad de mediadores inflamatorios incluyendo la elastasa de
neutréfilos, lipopolisacarido bacteriano, y otros productos
microbianos; contribuyen en los efectos inflamatorios, en parte
por activar el factor de transcripciéon nuclear NF-kB, que regula
una via molecular que induce la produccion de proteinas vy

[19.20] Existen anomalias adicionales

citoquinas inflamatorias.
aunadas a la mayor expresion de mediadores de inflamacidén en
éstos pacientes; éstas son la disfuncién mucociliar y el aumento
de la colonizacion por Pseudomona aeruginosa, Burkholderia
cepacia, Staphilococcus aureus y Haemophilus influenzae y que

mediante biofilms y produccion de derivados de manosa y alfa;-

antitripsina influyen en la progresiéon de la enfermedad pulmonar

[21,22]

El diagn6stico se basa en Criterios Internacionales: 2%

° Uno o mas rasgos fenotipicos caracteristicos (Enfermedad
cronica sinopulmonar con colonizaciobn o infeccion
persistente de las vias aéreas, alteraciones
gastrointestinales y nutricionales, incluyendo ileo meconial,
insuficiencia pancreatica, cirrosis biliar focal y fracaso del

desarrollo, sindrome de pérdida de sal y azoospermia
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obstructiva)Historia de fibrosis quistica en hermano o primo
hermano, o
° despistaje neonatal positivo, con evidencia de disfuncion del
CFTR demostrada por:
° concentracion de cloro en sudor elevada en dos o mas
ocasiones. (es decir concentracion de Cloro >60 mEq/L).
° Identificacion de 2 mutaciones causantes de la enfermedad.
° Diferencia de potencial nasal anormal.
El manejo es multidisciplinario y es en equipo y se basa en una
terapia preactiva que permita una adecuada funciéon pulmonar,
previniendo las infecciones pulmonares y brindando la posibilidad
de alcanzar el desarrollo normal, o lo mas cercano a ello, con
dptimo apoyo nutricionalt®3.
Es muy importante conocer en cada pais las mutaciones
prevalentes con la finalidad de orientar al médico qué tipo de
mutaciones solicita analizar o crear un pool de tamizaje nacional,
mantenernos en una posicion espectante y preparados ante la
posible llegada de la terapia génica, donde ya se han dado pasos
importantes creando by pass genéticos o la remocidén del gen
defectuoso y la insercion del correcto, ofrecer las ventajas de un
programa de FQ a los nifios que permanecen en el umbral
diagnostico y pronosticar el curso de la enfermedad.[?*
El fenotipo incluye complicaciones frecuentes como el ileo
meconial, presente en cerca del 10-20% de los recién nacidos con

FQ; el sindrome de obstruccion intestinal distal, pancreatitis,

18



enfermedad hepatica asociada, diabetes y poliposis nasal, entre
otras. En 2-5% de los casos se presenta obstruccién hepatobiliar,

ello conduce a cirrosis hepatical?>2°!,

Como la sintomatologia
respiratoria representa la causa principal de morbilidad vy
mortalidad en pacientes con FQ, el mayor abordaje terapéutico
apunta a sus manifestaciones 2%,

Si no se trata, la tasa mediana de supervivencia es de 3 a 5 afios.
No hay un tratamiento completamente efectivo para la FQ, sin
embargo la posibilidad de un diagndstico méas temprano y la
posibilidad de tratamiento sintomatico ha hecho posible aumentar
la supervivencia media a entre 25 y 30 afos. El tratamiento
sintomético va desde la terapia antibidtica a la nebulizaciéon con
broncodilatadores o0 mucoliticos y administracion de proteasas
que inhiben los sintomas pulmonares hasta la administracion de
enzimas pancreaticas sustitutivas y vitaminas para la insuficiencia
pancreéatica. La alfa dornasa inhalada destruye los enlaces de
DNA de las secreciones, reduciendo las infecciones y mejorando
el volumen espiratorio forzado al segundo (VEF1), siendo una
droga bien tolerada y con minimos efectos adversos.!?"!

Los corticoesteroides inhalados han demostrado mejorar la
funcidén ventilatoria y los indices espirométricos, sin embargo sus
uso es limitado debido a sus efectos adversos probables como
aumentar el riesgo de infecciones, y Ila persistencia de

Pseudomona aeruginosa y algunos gérmenes oportunistas [?8!.
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El uso de ibuprofeno, modificadores de leucotrienos y beta
agonistas inhalados también ha demostrado cierto efecto
benéfico, y un muy importante impacto en el conocimieno de los
mecanismos fisiopatolégicos 29!,

En las exacerbaciones e infecciones por P. aeuruginosa, B.
cepacea, H. influenzae y S. aureus, el uso de antibidticos
parenterales siguen siendo de eleccion. Para disminuir la
persistencia de alguna de éstas se usan la tobramicina inhalada,
macrélidos y fluoroquinolonas via orall?3:28!,

Las enzimas pancreaticas son de uso rutinario, la asesoria
nutricional, la fisioterapia respiratoria, el apoyo de servicio social
y psicologia; junto a un equipo multidisciplinario de especialistas
médicos son de vital importancia y muy necesario en el manejo de
éstos pacientes.[?®

La terapia génica, se presenta como la opcién mas moderna; pero
se ha encontrado con muchos obstaculos. En la actualidad se
estan estudiando otras estrategias prometedoras que tienen como
objetivo la compensacion del defecto en la produccion y/o funcién
de la proteina CFRT en funcién del tipo de mutacién!®%.

La nueva era de la medicina nos coloca en un terreno propicio
para encontrar nuevos blancos terapéuticos gracias al
descubrimiento de nuevas vias celulares, el progreso y las
investigaciones en FQ, contintan ayudandonos a entender la
[31].

funcién del CFTR y sus diversas funciones

Ramsey y colaboradores encontraron recientemente que usando
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el uso de potenciadores de CFTR ( en éste caso lvacaftor),
mejord la funcion pulmonar en pacientes mayores de 12 afios con
la mutacién G551D[3%!,

Las modificaciones de RNA también demuestran en los ultimos
afios interesantes perspectivas en el remodelamiento genético en
fibrosis quistica.

Los avances clinicos dirigidos a la correccion del CFTR nos
proyectan un futuro promisorio y optimista para los pacientes que

padecen ésta enfermedad y para sus familias.!®?
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Il. METODOLOGIA
El disefio del estudio fue descriptivo y prospectivo, en 23 nifios
con diagnostico de fibrosis quistica pertenecientes al programa de
Fibrosis Quistica del Hospital Edgardo Rebagliati Martins
EsSalud, atendidos durante el 2012.
Para tal fin se elaboré una ficha de recoleccion de datos ajustada
a los objetivos de la investigacion y validada por profesionales
del mencionado centro que laboran en dicho programa.
Obtenido el permiso del Comité de Etica institucional y firmado el
consentimiento informado por ambos padres y/o asentimiento
informado por los nifios mayores de 7 afios; se inicio la
recoleccibn de datos (ver anexo), se extrajo una muestra
sanguinea de los individuos de la poblacién y se realiz6 el
analisis genético por la técnica de PCR en tiempo real, utilizando
un termociclador de la marca LightCycler® DNA Master
HybProbe.
Se tomaron en cuenta los siguientes criterios de inclusion:
pacientes pertenecientes al programa de Fibrosis Quistica del
Hospital Edgardo Rebagliati Martins EsSalud, diagnosticados, de
fibrosis quistica con edades entre 0 y 15 afios, y evaluados
previamente por un especialista neumélogo pediatra, para definir
si cumplen los criterios clinicos.
Los datos obtenidos se ordenaron y procesaron utilizando el
programa el programa Excel 12 para Mac. Para las tablas y

graficos se usaron los programas Word 12 y Excel 12 para Mac.
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En los aspectos éticos el equipo de investigacion dio prioridad al
mantenimiento de la privacidad, confidencialidad y anonimato de
las historias de los pacientes en estudio, las muestras sanguineas
fueron rotuladas con un numero para cada paciente, quedando
ésta lista en manos del investigador principal Unicamente, todo
ello basado en la declaracion de Helsinki.

La firma del consentimiento informado, el manejo de las muestras
genéticas y sus resultados se hicieron de acuerdo a la
Declaracion Internacional sobre los Datos Genéticos Humanos de
la Organizacion de las Naciones Unidas para la Educacion, la

Ciencia y la Cultura (UNESCO) de 2003.

Gréafico 1.

Sintomatologia en el momento del diagnostico.
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Tabla 2
Caracteristicas clinico — laboratoriales
Ne° %

Prueba genética * Af508 +/+ 1 4,34
Test de cloro en sudor Positivo 23 100
Patologia respiratoria S| 23 100
|. Pancreatica Si 10 43,5
Ambas patologias Si 10 43,5
Total 23 100

* Paciente que ya tenia prueba genética hecha en Espafia

Tabla 3
Frecuencia de la mutacion AF508 del gen CFTR de la fibrosis
guistica
Ne° %
Heterozcigoto positivo 6 26,1%
Mutacion Negativo 14 60,9%
Homocigoto negativo 3 13,0%
Validos 23 100,0%
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V. DISCUSION, CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES.

Es ampliamente conocido que la diversidad racial y por ende
genética de América Latina, marca patrones en la expresion de
enfermedades, su frecuencia y caracteristicas clinicas. La fibrosis
quistica, como hemos explicado en el presente estudio, no elude
tal realidad, sobretodo porque es una enfermedad con miles de
posibles mutaciones, racialmente determinadas. Por ésta
condicion, es importante conocer en Peru la presencia de las
mutaciones mas comunes del gen CFTR, incluyendo la méas
frecuente, que es la AF508.

Nuestros hallazgos en 23 nifios con fibrosis quistica, incluidos en
el programa més grande a nivel nacional para ésta enfermedad,
arrojaron muchos datos semejantes a los internacionales [3334;
encontramos una predisposicion por los varones (66%), ésta
frecuencia representa un hallazgo estadistico y no tienen
repercusion clinica; porque hasta ahora no se han encontrado
predisposicibn por el sexo o0 caracteristicas especificas
asociadas; excepto por la azospermia, obviamente.

Los hallazgos clinicos son semejantes en todos los estudios y a
diferencia de lo reportado por Morales — Machin et al *®, quienes
reportaron antecedentes familiares en la presencia de las
mutaciones, nosotros no encontramos historia de la enfermedad
en los familiares de los pacientes estudiados, y a aunque no se
hizo el analisis genético a la familia, atribuimos que los diferentes

patrones de mestizaje dominados por el origen multiétnico de
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nuestras regiones, ademdas de alteraciones moleculares
intrinsecas o eventos epigenéticos, le dan singularidad a cada
poblacién que se analice.

Estos investigadores afiaden que la mutacion AF508 proviene de
abuelos en su mayoria (79,41%) nacidos en paises mediterrdneos
y en las no AF508, los abuelos son nacidos preferentemente en
los paises de investigacion; apoyando la teoria de las mutaciones
autdctonas. Encontramos que la totalidad de pacientes que
tienen insuficiencia pancreatica, son homocigotos positivos para
la mutacién, como se describe en la literatura este hallazgo
depende mucho de l|lo avanzado de la enfermedad y no es
patognomaonico del defecto genético.

La desnutricibn presente en un 15% en el momento del
diagndstico demuestra lo tardio que éste se vuelve en nuestro
pais, ademas no encontramos ningun paciente que haya tenido
prueba de tamizaje neonatal y el grueso de los diagnosticados
debutan con sintomatologia respiratoria, muchos de ellos en
estadios ya avanzados y habiendo sido diagnosticados
anteriormente de asma no controlados o de dificil manejo, hasta
incluso de tuberculosis.

Nuestra frecuencia de positividad para AF508 hallada fue 39,1%
(26,1% de los pacientes con mutacion heterocigota positiva, y
13% con mutacién homocigota positiva) y la frecuencia alélica,
calculada segun la formula de equilibrio de Hardy-Weinberg, fue

de 26,62% (p=0.0014), datos bastante parecidos a Ilos
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encontrados en los reportes peruanos de Silva *?! y zavaleta !**
donde las frecuencias alélicas estimadas fueron de 18,2% y 25%
para las mutaciones respectivamente y 8,3% para la G542X
(ambos estudios usaron PCR convencional).

Esta diferencia en las frecuencias es estadisticamente
significativa (p<0,001), sélo para los hallazgos de Silva; lo que
atribuimos a nuestro mayor numero de pacientes incluidos vy
quizas a la confiabilidad de la técnica usada.

Usar PCR en tiempo real para analizar el error AF508, fue pionero
en el pais; por su rapidez y confiabilidad es la técnica
mundialmente recomendada en la buUusqueda de mutaciones
genéticas; con nuestro protocolo contribuimos con la
estandarizacién para su uso rutinario.

En las comunidades latinoamericanas el primer reporte de la
frecuencia del alelo AF508, fue un estudio realizado en Argentina,
aqui analizaron principalmente descendientes de italianos y de
otros grupos europeos, con una frecuencia del alelo AF508 de
63% y en otro reporte mas reciente se encontré una frecuencia de
57% [36],

En México la frecuencia del alelo oscila entre 10% y 50,1%!33]
Brasil presenta frecuencia promedio reportada de 47%, con

marcada heterogeneidad intrapoblacional !y por su parte en

Cuba se ha reportado una frecuencia de 34% [*®: en Colombia la
frecuencia a nivel nacional varia entre 35,4% y 48% [*°! con

diferencias entre los departamentos y regiones estudiadas, con el
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valor mas bajo de 25% en el departamento Bolivar y el més alto
66,6% en Santander 1“1 En Chile la frecuencia es de 29,2% [41!
En comparacién a estos paises latinoamericanos, se observa que
la frecuencia alélica en nuestro estudio es significativamente baja
lo asociamos con la reportada en Argentina, Brasil y Chile (p <
0,001). Con respecto a Cuba, México y Colombia no se
observaron diferencias significativas en la distribucion del alelo
AF508. Lo mas llamativo es que observamos que las diferencias
se mantienen con paises donde predomind la migracion europea
de paises con alta frecuencia de la mutacion AF508, a diferencia
de los paises donde el mestizaje fue mayor y donde se vienen
encontrando mutaciones propias.

Con éstos nuevos resultados y teniendo hasta ahora la mayor
poblacién estudiada para medir la frecuencia alélica de la
mutacion AF508 en nifios en el Perd, colaboramos no sélo con el
hallazgo estadistico; sino también con la estandarizacién del PCR
en tiempo real como prueba ideal para el secuenciamiento
genéetico de una enfermedad cada vez mas frecuente en nuestro
pais, debido a la sospecha y busqueda activa que se realiza
actualmente; pacientes que antes eran considerados como
tuberculosos de dificil manejo o con enfermedades gastricas de
etiologia desconocida, ahora son pesquisados para fibrosis
quistica. La insuficiencia pancreatica asilada es una variable

predictora de la presencia de la mutacién fibrosis quistica,
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aunque un estudio con un mayor marco muestral puede aclarar
este hallazgo.

Esperemos que en un futuro no muy lejano, podamos secuenciar
todo el gen de un gran grupo de estos pacientes, debido a que la
mayoria de los diagnosticados se encuentran incluidos en los
centros hospitalarios de referencia nacional como el Hospital
Edgardo Rebagliati (Seguro Social de Salud) y del Instituto
Nacional de Salud del Nifio (Ministerio de Salud).

Bajo ésta O6ptica un proyecto liderado por Benoit Diringer,
pretende analizar el gen completo en todos los pacientes con
diagndstico de fibrosis quistica en nuestro pais y encontrar
nuestro perfil genético, sus hallazgos permanecen aln en
investigacion.

Queda aun mucho por hacer, si sumamos que nuestra carencia de
recursos economicos vuelven dificil la investigacién de genética
poblacional que amerita ésta enfermedad, aunado al
desconocimiento de los profesionales de la salud, sobre Fibrosis
Quistica, prueba de ello es el tardio diagnoéstico y que el
diagnostico precoz esta aun en reglamentacion, nuestra labor es
educar y demostrar que la enfermedad no es ajena a nuestro pais

como se ha venido creyendo.

29



CONCLUSIONES
La frecuencia de la mutacion AF508 del gen CFTR en nifios
con fibrosis quistica fue del 39,1%(26.1% heterocigotos,
13% homocigotos); con una frecuencia alélica de 26,62%.
La mayoria de los pacientes fueron del sexo masculino,
entre los 6 a 10 afios, provenientes de Lima.
Se confirma y estandariza el uso de Reaccion en Cadena de
Polimerasa en Tiempo Real (rt-PCR) como prueba para
diagnosticar la mutacién AF508 del gen CFTR.
Existen diferencias de la frecuencia de la mutacion con

algunos paises de Latinoamérica.
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RECOMENDACIONES

Recomendamos apoyar las iniciativas que busquen abarcar
una mayor muestra y realizar el mapeo completo del gen
CFTR, donde se deben buscar las mutaciones propias o
“autoctonas del pais”, tomando como ejemplo las
encontradas en paises de alto mestizaje como el nuestro,
para intentar tener nuestro perfil mutacional en fibrosis
quistica.

Incluir y fortalecer el tamizaje neonatal con la preuba de
tripsinogeno inmunoreactivo para la deteccién precoz de
fibrosis quistica.

Reforzar el conocimiento y difusién de las caracteristicas
clinicas y cuando se debe sospechar de fibrosis quistica

para disminuir el nimero de pacientes sub-diagnosticados.
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