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INTRODUCCION

La Fibrosis Quistica (FQ) es una enfermedad de herencia autosdmica recesiva
caracterizada por mutaciones en el gen de la Conductancia Transmembrana de la Fibrosis

Quistica o CFTR, el cual funciona como un canal de Cloro a nivel celular.

Esta entidad ha sido ampliamente estudiada en diversas poblaciones. Dichos estudios
revelan que existe mayor prevalencia en poblaciones caucasicas encontrando que la
frecuencia de portadores es de 1 en 25 individuos y la incidencia de la enfermedad es de 1

en 2500 nacidos vivos.

En general, la Fibrosis Quistica esta clinicamente caracterizada por enfermedad pulmonar
obstructiva crénica, insuficiencia pancreatica exocrina y electrolitos elevados en sudor,
entre otras. Sin embargo, a nivel del gen CFTR, se han hallado a la fecha mas de 1500
mutaciones, que al ser estudiadas revelan una alta complejidad y heterogeneidad en el

desarrollo de la Fibrosis Quistica.

De este modo, en cuanto a la relacidn genotipo-fenotipo esperada de una enfermedad

con herencia mendeliana como lo es la Fibrosis Quistica, solamente ha sido posible
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establecer una relacidn directa entre ciertas mutaciones leves y severas en el gen CFTR
versus el desarrollo de suficiencia e insuficiencia pancreatica, y la ausencia congénita

bilateral de vasos deferentes en pacientes del género masculino.

Sin embargo, la alta tasa de mortalidad por Fibrosis Quistica se debe a la enfermedad
pulmonar obstructiva crénica que se desarrolla en los pacientes afectados por esta
patologia, en la cual, la correlacién con el genotipo no es clara. Sobre este punto se han
desarrollado varios estudios, los cuales han intentado establecer asociaciones y relaciones

gue permitan entender su evolucién.

Estos intentos no han sido del todo en vano, por el contrario, han brindado valiosa
informacién capaz de determinar que la Fibrosis Quistica a nivel pulmonar se comporta
diferente, tal vez de una manera mas compleja y similar al desarrollo de enfermedades
multifactoriales, ya que a este nivel se ven implicados factores ambientales que explican
parte del desarrollo heterogéneo a nivel pulmonar, y también factores genéticos

modificadores del desarrollo de FQ.

En cuanto a los factores genéticos adicionales que podrian estar implicados en la
variabilidad del compromiso pulmonar se han estudiado genes implicados en la cascada
de evolucién clinica de la patologia, partiendo de aquellos genes involucrados en la

defensa inmunolégica (p.e. MBL-2, TGF-B1), genes implicados en el desarrollo de
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inflamacién (p.e. TNF-q, IL10) y genes involucrados en la pérdida progresiva de la funcién

pulmonar (p.e. NOS3).

También han sido estudiados genes implicados tanto en el funcionamiento normal a nivel
pulmonar como en el mantenimiento del tono muscular en las vias respiratorias. Dentro
de estos genes se ha propuesto el gen del Receptor Beta 2 adrenérgico (ADRB2), cuya
activacion precede la formacién de cAMP, intermediario de la activacion de canales de
cloro, como lo es el canal CFTR. Estudios realizados en este gen han demostrado que los
polimorfismos p.R16G, p.Q27E y p.T164l pueden alterar su funcionamiento normal como
receptor de agonistas endégenos y exégenos. Adicionalmente, dicha variabilidad funcional
se ha visto asociada con el desarrollo clinico de pacientes con FQ al evaluar indicadores de
funcién pulmonar, y también con la maduracién y activaciéon del canal CFTR a nivel

proteico.

Con este orden de ideas, se observa la necesidad de estudiar y determinar si la asociacion
reportada en estudios previos entre los polimorfismos p.R16G, p.Q27E, p.T164l de este
receptor versus la severidad de la Fibrosis Quistica se da en pacientes colombianos
afectados por FQ, con el fin de desarrollar hipétesis acordes con los resultados y enfatizar
en las posibilidades terapéuticas de estos pacientes. Para alcanzar este objetivo se
propone un estudio caso- control que permita comparar diferentes variables cualitativas

de relevancia para esta investigacion.
19



1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La Fibrosis Quistica es una enfermedad letal en la mayoria de los casos. Cerca del 94% de
los pacientes que la padecen mueren a causa de la enfermedad pulmonar generada por la

deficiencia del canal CFTR.

La enfermedad pulmonar derivada de mutaciones en el gen CFTR no ha sido directamente
relacionada con algun grupo especifico de mutaciones. Por el contrario, se ha detectado la

intervencién de multiples factores en este proceso.

Dentro de los genes propuestos para ser modificadores del curso de la enfermedad
respiratoria en la Fibrosis Quistica estd el gen del Receptor Beta 2 Adrenérgico,
caracterizado por actuar en las células del endotelio de la via respiratoria, mediando

procesos de broncodilatacién.

Este gen contiene multiples polimorfismos. Sin embargo, se ha observado que los
polimorfismos p.R16G, p.Q27E, p.T164l estan asociados con el curso de la Fibrosis Quistica

y también con la respuesta a tratamiento de pacientes afectados por esta entidad.

En Colombia no han sido reportados estudios de asociacion entre este gen como

modificador de la Fibrosis Quistica, ni con otros genes modificadores.

Es por esto que surge la pregunta: éEn la poblacién colombiana existe una relacién entre

los polimorfismos p.R16G, p.Q27E, p.T164l y la severidad de la Fibrosis Quistica?
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De ser demostrable dicha asociacidn, podrian establecerse hipdtesis en cuanto al
procesamiento que se lleva a cabo en las células de la via respiratoria de estos pacientes
con Fibrosis Quistica. Adicionalmente se podrian identificar medidas terapéuticas
alternativas, con bases cientificas, que conduzcan al mejoramiento en cuanto a prondstico

y calidad de vida de estos pacientes aun subestimados en nuestra poblacién.

21



2. JUSTIFICACION

La Fibrosis Quistica es una enfermedad ampliamente estudiada debido al gran impacto
gue tiene en las poblaciones caucasicas, la heterogeneidad mutacional y diversidad en su
distribuciéon a nivel mundial y en cuanto a la variabilidad en el cuadro clinico de los

pacientes que la padecen.

A pesar que desde 1989 se identificé con claridad el gen responsable de la Fibrosis
Quistica, y se determind el modo mendeliano de herencia de esta enfermedad como de
tipo autosémico recesivo, se han encontrado complejas relaciones a nivel fisioldgico y
molecular que sugieren mayor complejidad en cuanto a su presentacidn fenotipica; esto
implica la adicidn de otros factores genéticos, epigenéticos y ambientales interactuando
con mutaciones de base o polimorfismos en el gen responsable de la Fibrosis Quistica que

conllevan a un alto grado de heterogeneidad clinica.

El mayor grado de variabilidad fenotipica y el menor grado de asociacién genotipo-
fenotipo en la Fibrosis Quistica se da a nivel del compromiso pulmonar, el cual es la causa

principal de muerte en los pacientes afectados.

Es por este motivo que se han investigado otras causas genéticas diferentes a mutaciones

en el gen CFTR como modificadores del fenotipo clinico en la Fibrosis Quistica las cuales
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pueden estar relacionadas con dicha variabilidad. Entre ellos esta el gen del Receptor Beta
2 Adrenérgico o ADRB2, el cual ha demostrado tener un papel clave en cuanto a la
fisiopatologia de las enfermedades respiratorias.

Dentro de los polimorfismos descritos en este gen, tres (p.R16G, p.Q27E, p.T164l) han sido
implicados en el curso clinico de la Fibrosis Quistica, la maduracién y activacién del canal

CFTR y la respuesta al tratamiento de la enfermedad pulmonar.

Los polimorfismos p.R16G, p.Q27E y p.T164] han sido evaluados en diferentes
poblaciones, con resultados significativos para el manejo clinico de la Fibrosis Quistica,
demostrando la importancia no solo del genotipo del gen ADRB2 sino también de los

haplotipos derivados de estos polimorfismos.

En Colombia, los estudios para Fibrosis Quistica se han ocupado de la determinacién de las
mutaciones mas frecuentes, lo cual es imperativo para concluir datos epidemioldgicos
reales en cuanto a esta enfermedad. Actualmente se esta llevando a cabo una
investigacion sobre la relacién del gen MBL-2 y la severidad de la Fibrosis Quistica, sin
embargo, ningln estudio publicado hasta ahora para nuestra poblaciéon ha revelado
asociaciones con otros genes que pueden estar involucrados en la fisiopatologia de FQ, lo
cual también resulta determinante para el manejo terapéutico y el entendimiento

fisiolégico de la enfermedad.
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Es por esto que se hace fundamental dar un paso adelante en cuanto al conocimiento de
relaciones existentes entre genes y sus productos proteicos, en este caso entre el

Receptor Beta 2 Adrenérgico y la Proteina CFTR.

Este objetivo solo se puede alcanzar estudiando nuestra poblacion, estableciendo

comparaciones entre pacientes con Fibrosis Quistica y controles, sus genotipos y

haplotipos para el gen ADRB2.
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3. OBIJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar la asociacién existente entre los polimorfismos p.R16G, p.Q27E y p.T164l del
Receptor B2 adrenérgico y el grado de compromiso clinico en pacientes con Fibrosis

Quistica atendidos en la Unidad de Genética de la Universidad del Rosario.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e |dentificar los polimorfismos del gen ADRB2 presentes en los pacientes afectados

por FQ incluidos en el estudio y determinar su genotipo.

e Establecer los polimorfismos del gen ADRB2 presentes en controles sanos

analizados y determinar su genotipo.

e Determinar la frecuencia de los polimorfismos genéticos en el receptor B-2
adrenérgico, identificados en pacientes afectados con Fibrosis Quistica y controles

Sanos.

e Comparar las frecuencias de los polimorfismos analizados entre los controles sanos

y los pacientes con Fibrosis Quistica.
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Correlacionar los polimorfismos encontrados con los hallazgos clinicos vy

paraclinicos presentes en los pacientes con Fibrosis Quistica.

Comparar las frecuencias de los polimorfismos del Receptor beta 2 adrenérgico

obtenidas con las reportadas a nivel mundial.

Determinar los haplotipos mas probables para los pacientes con Fibrosis Quistica

analizados y para los controles sanos analizados.

Comparar los datos haplotipicos obtenidos para los pacientes con Fibrosis Quistica

analizados y los controles sanos estudiados.
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4. MARCO TEORICO

La Fibrosis Quistica fue descubierta en 1938. Su aparicion se vio acompafiada de sintomas
como mala absorcion de grasas y proteinas, esteatorrea, falla del crecimiento e infeccion
pulmonar. Sin embargo, con hallazgos posteriores que indicaban la aparicion de
secreciones espesas y moco en los ductos de las glandulas secretoras, esta enfermedad

comenzd a ser parte de las Mucoviscidosis (Davis, 2006).

Dentro de las Mucoviscidosis, la Fibrosis Quistica ha sido clasificada de acuerdo a la

sintomatologia y la presentacién clinica.

De esta forma, se reconoce la Fibrosis Quistica clasica con insuficiencia pancreatica, la
Fibrosis Quistica sin insuficiencia pancreatica, Fibrosis Quistica idiopatica, Fibrosis Quistica

atipica y otras formas de Fibrosis Quistica.

La Fibrosis Quistica cldsica esta caracterizada por la triada cldsica, dada por aumento de
electrolitos en sudor, enfermedad pulmonar obstructiva crénica e insuficiencia
pancreatica exocrina. Adicionalmente, se pueden presentar complicaciones en otros

organos como higado, intestino, tracto genital, entre otros (Karczeskia et al, 2006).
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Sin embargo, segun la Clasificacion Internacional de Enfermedades descrita por la
Organizacion Mundial de la Salud para el afio 2007, la Fibrosis Quistica se puede clasificar
en Fibrosis Quistica con manifestaciones Pulmonares, Fibrosis Quistica con
manifestaciones Intestinales, Fibrosis Quistica con Otras Manifestaciones y Fibrosis

Quistica No Especificada (WHO, 1990).

4.1 MARCO HISTORICO DE LA FIBROSIS QUISTICA

La Fibrosis Quistica fue reconocida por primera vez en 1938 cuando a partir de autopsias a
nifos malnutridos se pudo establecer la diferencia entre esta entidad y la enfermedad
celiaca, ya que se pudieron visualizar signos tipicos como el moco espeso de las glandulas.
En ese afo, Anderson introdujo el término de Fibrosis Quistica del Pancreas,

relacionandolo con la destruccion de la funcién pancreatica exocrina (Davis, 2006).

Posteriormente, en el afio 1949, Lowe y colaboradores propusieron que el defecto basico
de la Fibrosis Quistica debia estar en un solo gen y que la herencia debia ser autosémica

recesiva (Rowe et al, 2005).

En 1953, Paul Di Sant Agnese demostro la pérdida hasta de cuatro veces mas de sal en el
sudor de nifios con Fibrosis Quistica, herramienta fundamental para el desarrollo posterior

de métodos de diagndstico (Collins, 1992, Davis, 2006).
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La técnica diagnodstica por medio de iontoforesis con pilocarpina fue desarrollada y
propuesta por Gibson y Cooke en el afio 1959 (Gibson et al, 1959, Davis, 2006,). En ella se
realiza estimulacion de una solucién de pilocarpina por medio de electrodos, que a su vez
estimula la sudoracion; transcurrido un tiempo, se realiza la medicién del peso del sudor.
Se consideraba una prueba efectiva si el peso era superior a 80 mg vy positiva si la

concentracidn era superior a 60 mEg/L (Gibson et al, 1959).

En el afio 1983, Paul Quinton logra identificar que el defecto basico en la Fibrosis Quistica
estaba en el transporte de cloruro, caracteristica que se unié a otros hallazgos realizados
por Boucher y colaboradores, y Knowles y colaboradores, quienes encontraron que en los

pacientes con Fibrosis Quistica habia un alto grado de reabsorcién de sodio (Davis, 2006).

En 1989, se realizé la clonacidn e identificacidon del gen responsable de la Fibrosis Quistica,
trabajo realizado por Tsui y colaboradores, definiendo asi que el gen se encontraba en el
cromosoma 7, y que el producto proteico tendria 1480 aminodcidos. De este mismo
estudio se derivo la estructura predicha de la proteina CFTR, caracterizada por ser un
canal regulado por cAMP (Kerem et al, 1989, Riordan et al, 1989, Rommens et al, 1989

Davis, 2006,).
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4.2 FISIOPATOLOGIA DE LA FIBROSIS QUISTICA

La Fibrosis Quistica es una entidad de herencia autosémica recesiva generada por
mutaciones en el gen del Canal de Conductancia Transmembrana de la Fibrosis Quistica o
CFTR por sus siglas en inglés, el cual esta ubicado en el cromosoma 7g31.2 (Kerem et al,
1989, Riordan et al, 1989, Rommens et al, 1989). Este gen tiene una longitud de 250kb y
estd compuesto por 27 exones. El proceso de transcripcion de este gen genera un mRNA
de 6.5 kb cuya traduccién produce una proteina transmembranal de 1480 aminoacidos
gue funciona como una canal de cloro (Kerem et al, 1989, Riordan et al, 1989, Rommens

et al, 1989, Gallati, 2003, Davis, 2006,).

Esta proteina estd compuesta por dos dominios de unidon a nucledtidos (NBF1 y NBF2), dos
dominios transmembranales conformados cada uno por seis a-hélices (MSD1 y MSD2) y

un dominio regulador R (Figura 1) (Gallati, 2003, Rowe, S., et al., 2005).

MSD1 MSD2

B m—

NFB1 -* NFBZ™

L f—

Fig. 1. Esquema hipotético de la Proteina CFTR.
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La actividad y funcion normal de este canal depende directamente de cada una de sus

partes.

En condiciones normales, los dominios NBFs, también llamados los dominios de hidrélisis
de ATP, se unen a esta molécula con el fin de clivarla y obtener energia para lograr la
apertura del canal. En el mismo instante en que se hidroliza el ATP, el dominio regulador R
es fosforilado por una protein quinasa, en general por la protein quinasa A (PKA), la cual
es producida por diversas rutas de sefializacién intercelular. Dicha fosforilacién es la que

permite la apertura del canal para la liberacion de moléculas de cloro (Collins, F., 1992).

Este canal es regulado por el AMP ciclico (cAMP), molécula encargada de activar a la PKA
por union directa con su dominio regulador, dejando libre el dominio catalitico (Collins,

1992, Rowe et al, 1992, Billington et al, 2003).

Sin embargo, hay diversas maneras en que este canal puede verse afectado. Esto depende

especialmente de la clase de mutacion que esté presente en el gen CFTR.

Se han encontrado multiples mutaciones a lo largo de este gen que producen
interrupciones en distintas instancias del procesamiento de la proteina, generando de
éste modo la enfermedad. Estas mutaciones han sido clasificadas de acuerdo con el
mecanismo por el cual generan dano a nivel celular, impidiendo el correcto

funcionamiento del canal.
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Asi, las mutaciones para este gen se pueden clasificar en (Gallati, 2003 De Gracia et al,

2005, Rowe et al, 2005):

CLASE MECANISMO MUTACIONES

G542X,R116X,1898+3A-->G,
CFTRdel19, 711+1G-->T, 1609del
CA, R1162X

Impide la sintesis o
transcripcion normal del gen

Impide el procesamiento

. F508del, N1303K, 1507del, R1066C
normal de la proteina

Defecto en la regulacién

1 .
normal de la proteina

D1270N, G551D

Defecto a nivel de L206W, R334W, R117H, R347H,

v conductancia y apertura del D836Y, P2055
canal
Y Defecto parcial en la 2789+45G-->A, 1811+1.6kbA-->G,
transcripcion del gen 3849+10kbC-->T, 3272+26G-->A

Tabla 1. Clasificacién de las mutaciones del gen CFTR segln su mecanismo patolégico molecular

En estudios in vitro se ha observado un nuevo fendmeno que ha conducido a establecer
una ultima clase de mutaciones para el gen CFTR; ésta seria la Clase VI y corresponde a
aquellas mutaciones que se escapan de los procesos de control celular o se restablecen,
pero sufren un recambio acelerado desde la membrana plasmdtica (Rowe et al, 2005,

Zeitlin, 2000).
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De ésta manera, con base en el genotipo de un paciente, teniendo en cuenta la clase de
mutacién que tiene y su estado, sea éste homocigoto, heterocigoto o heterocigoto
compuesto, se podrian entonces deducir fenotipos leves o severos, dependiendo del
momento en el cual se ven afectadas las proteinas (Gallati, 2003). En otras palabras, es de
esperarse que pacientes con mutaciones Clase |, Il o Ill tengan fenotipos mas severos que
pacientes con otra clase de mutaciones, o pacientes que tengan genotipos compuestos

por una mutacion leve y una severa.

Esta relacion entre fenotipo leve y un genotipo compuesto por una mutacién leve y una
severa, se ha visto en pacientes con suficiencia pancreatica y con fenotipos de Fibrosis

Quistica atipica (Noone et al, 2001, Davis, 2006,)

4.3 EPIDEMIOLOGIA

La Fibrosis Quistica es una enfermedad detectada en la mayoria de las poblaciones. Sin
embargo, la frecuencia mds alta de portadores y la mayor incidencia de esta patologia la
tiene la poblacién Caucasica, cuya frecuencia de portadores es de 1 en 25 e incidencia es

de 1 en 2500 a 1 en 3200 nacidos vivos (n.v).

Dentro de estas poblaciones de origen caucdsico se encuentran principalmente los

norteamericanos, europeos occidentales, y austral asidticos. Ellas han referido un
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aumento significativo de supervivencia en los casos de afectados con Fibrosis Quistica
debido principalmente al mejoramiento en el manejo y su cuidado clinico y al aumento de

casos atipicos encontrados por medio de los nuevos métodos diagndsticos (WHO, 2004).

Estudios realizados en otras poblaciones han encontrado datos lejanos a lo reportado para
caucasicos. Por ejemplo, para paises hispanos la incidencia aproximada de FQ es de 1 en
9500 nacidos vivos (Turcius, 2005), encontrando la mayor incidencia en Cuba con una tasa
de 1 en 3900 n.v. (WHO, 2004). Para afroamericanos la incidencia reportada es cercana a
1 en 15000 n.v., y para asidticos el promedio es de 1 en 31000 n.v. (Turcius, 2005). Dentro
de esta poblacion se ha reportado la menor incidencia a nivel mundial correspondiente a
personas de origen japonés, las cuales tienen una incidencia estimada de 1 en 1.000.000 a

1 en 350.000 n.v. (WHO, 2004).

A pesar que estas cifras parecen ser consoladoras para la mayoria de las poblaciones, se
ha determinado que la baja frecuencia de la enfermedad en algunos paises puede deberse

a la baja tasa de deteccidén que tienen para dicha entidad (WHO, 2002).

Para Colombia, no hay datos certeros sobre la incidencia real de esta enfermedad. Sin
embargo, algunas investigaciones realizadas en la Universidad del Rosario han

determinado que la frecuencia de portadores de la mutacion mas comun encontrada en

34



este pais (p. F508del) es de 1/89 con variaciones regionales, y que la incidencia estimada

de la enfermedad debe ser cercana a 1 en 5025 casos (Universidad del Rosario, 2010).

Adicionalmente, un estimado de la incidencia de FQ entre el 2000 y el 2005, basdandose en
datos de tasa de natalidad e incidencia reportada establecié que cerca de 700 nuevos
casos debian existir anualmente. Sin embargo, tan solo 350 casos habian sido reportados

hasta el ano 2000 (WHO, 2002).

Es por esto que se ve una gran necesidad en nuestro pais de desarrollar programas de
tamizaje neonatal que incluyan Fibrosis Quistica, y evidencien casos sub estimados a nivel

nacional.

Estos programas han sido implementados en paises como Francia y Gran Bretafia,
detectando las mutaciones mas comunes por tamizaje neonatal o diagndstico molecular y
ha permitido disminuir la incidencia de la enfermedad en mas del 30% en los uUltimos 10

afios (WHO,2004).

Asi, se hace muy util establecer las mutaciones mas frecuentes en cada uno de los paises.

Para Colombia, en el estudio realizado por Mateus, H., se demostré que las mutaciones
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mas comunes para nuestra poblacion son p. F508del (28%), G542X (5%), 621+1G>T
(4.6%), 1811+1.6kbA>G (2.1%) y N1303K (0.84%) (Mateus, 2005); Sin embargo, sigue
faltando un programa a nivel nacional que permita estimar datos de incidencia vy

prevalencia reales para nuestra poblacion.

4.4 PRESENTACION CLINICA DE LA FIBROSIS QUISTICA

La Fibrosis Quistica es una enfermedad de compromiso multiple ya que puede afectar el
sistema respiratorio, el sistema gastrointestinal y pdncreas, el sistema genito-urinario e

higado (Turcius, 2005, Davis, 2006).

4.4.1 Enfermedad Pulmonar. La Fibrosis Quistica se caracteriza por presentar sintomas
a nivel del sistema respiratorio. Para esta condicidn, Ratjen (Ratjen, 2009) propuso una
cascada que intenta determinar el orden en el cual se da cada uno de los pasos que

conllevan a esta sintomatologia asociada a FQ (Figura 2).
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Figura 2. Cascada de Patofisiologia de la enfermedad Pulmonar en FQ (Ratjen, 2009)

La disfuncién del canal CFTR genera un desnivel de cargas idnicas por la acumulacion de
iones Cl- a nivel extracelular, diminucién en la reabsorcion de iones Na+ y deshidrataciéon
de la mucosa. La obstruccion mucosa de las glandulas exocrinas es la mayor causa de la

alta morbi-mortalidad que presenta esta entidad.

En el pulmdn, como consecuencia del dafio del canal de cloro, se presenta disminucién de
intercambio de fluidos y bajas concentraciones de sal como resultado de una absorcion
anormal de sodio desde el lumen. Esto genera secreciones espesas que obstruyen la via
respiratoria y las glandulas sub mucosas. Como consecuencia de dichas secreciones se

genera un ambiente Util para la colonizacién bacteriana, generalmente por Pseudomonas
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aeruginosa, Burkholderia cepacia, Staphylococcus aureus y Haemophilus influenzae (Rowe
et al, Turcius, 2005). Estas infecciones preceden el dano del tejido pulmonar por
inflamacidon croénica, caracterizada por la elevacién de IL8, IL6, TNF-a y reducida
concentracion de citoquinas antiinflamatorias y proteasas (Rowe et al, 2005, Dorfman et

al, 2008).

Finalmente, se presenta pérdida progresiva de la funcion pulmonar que conlleva a paros

respiratorios y la muerte de aproximadamente el 94% de los casos de FQ.

4.4.2 Complicaciones del Tracto Gastrointestinal y Pancreas. El 85% a 90% de los
pacientes con FQ sufren de insuficiencia pancreatica, la cual es generada por la
disminucién de secreciones pancredticas y bajas concentraciones de bicarbonato. De esta
manera las pro-enzimas producidas en el pancreas no pueden ser liberadas al torrente
sanguineo y por ende, son activadas prematuramente, generando la destruccidn del tejido

y la formacidén de quistes obstructivos en éste érgano (Turcius, 2005).

El diagndstico de esta forma de patologia esta dado por la excrecidn de grasas fecales o

esteatorrea.

4.4.3 Manifestacion de la Fibrosis Quistica en otros drganos. Estudios en el gen CFTR

han demostrado que ciertas mutaciones estan vinculadas con manifestaciones en el tracto
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reproductivo masculino, en el cual hay ausencia bilateral de vasos deferentes en el 95% de
los casos (Gallati, 2003). Estos individuos son infértiles, aunque existe un porcentaje muy

bajo (1-2%) que puede ser fértil (Turcius, 2005).

Al realizar la prueba de electrolitos en sudor para estos pacientes se obtienen datos
negativos o limitrofes. Es por esto que este caso de Fibrosis Quistica es clasificado entre el

grupo de Otras Manifestaciones de Fibrosis Quistica.

En el caso de las mujeres con mutaciones en este gen se presentan cambios fisioldgicos en
la ovulacidn vy dificultad para quedar en embarazo, sin embargo no se ha identificado

infertilidad completa (Turcius, 2005).

Adicionalmente, se han encontrado mutaciones asociadas en el gen CFTR en pacientes con
Aspergilosis broncopulmonar alérgica, Bronquiectasias diseminadas, Azoospermia
obstructiva, Pancreatitis idiopatica, Sarcoidosis, entre otras, demostrando que mutaciones

en este gen predisponen a patologias asociadas a la Fibrosis Quistica (Gallati, 2003).

4.5 DIAGNOSTICO DE LA FIBROSIS QUISTICA

El diagndstico clinico de Fibrosis Quistica sigue los criterios normalmente empleados, que

corresponden a aumento de electrolitos en sudor presentes en pacientes con sintomas
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clinicos tipicos de esta enfermedad, como lo es el desarrollo de enfermedad pulmonar y/o

gastrointestinal o que tengan historia familiar de FQ (Stern, 1997).

La técnica empleada para la deteccion de electrolitos en sudor fue realizada por primera
vez por Gibson y Cooke en el afio 1959. Este método consistia en estimular la sudoracion
de los pacientes mediante el uso de corriente eléctrica y una solucion de pilocarpina,
alcaloide muscarinico que tiene la propiedad de estimular la sudoracién; tras este
procedimiento se pesaba el sudor seco. El peso necesario para poder realizar el
diagndstico de Fibrosis Quistica era mayor o igual a 80 mg (Gibson et al, 1959).
Actualmente, se debe realizar la prueba de electrolitos en sudor mediante iontoforesis de
pilocarpina siguiendo las Guias de la Fundacién de Fibrosis Quistica (Le Grys et al, 2007).
Tras realizar la iontoforesis de pilocarpina se mide la concentracion de electrolitos. El
resultado de la prueba se considera positivo si la concentracion es mayor de 60mEqg/L y
esta acompafiado de los sintomas tipicos de Fibrosis Quistica (Stern, 1997, Davis, 2006). Si

la concentracion es menor de 50mEq/L la prueba se considera negativa.

Sin embargo, existen valores limitrofes ( entre 50 y 60 mEqg/L) que no permiten definir en
su totalidad el diagndstico de esta entidad, ademads de falsos positivos y negativos dados
por otras condiciones de la persona evaluada, los cuales deben ser considerados tras la
prueba de electrolitos en sudor y se enuncian a continuacién (Stern, 1997, Davis, 2006,

Ortega, 2007):
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Condiciones o
Enfermedades
Asociadas

Procedimientos
Técnicos
Asociados

Falsos Positivos
Malnutricién
Fucosidosis
Hipotiroidismo
Enfermedad de
Almacenamiento de
Glucégeno Tipo |
Mucopolisacaridosis
Colestasis Familiar
Insuficiencia Suprarrenal
Hipoparatiroidismo familiar
Pseudohipoaldosteronismo

Sindrome de Mauriac

Diabetes Insipida Nefrogénica
Hereditaria
Nefrosis
Sindrome de Klinefelter
Infusién Prostanglandina E
Anorexia nervosa
Hipogammaglobulinemia

Muestra concentrada
Muestra evaporada
Muestra insuficiente

Falsos Negativos

Edema
Deshidratacion
Malnutricién severa
Tratamiento con
Diuréticos
Tratamiento con
esteroides
Tratamiento con ciertos
Antibidticos

Muestra Insuficiente
Errores de medicion
Calibracion del Equipo

Tabla 2. Condiciones fisioldgicas y Procedimientos técnicos asociados con Falsos positivos y Negativos de
la Prueba de Electrolitos en Sudor.

La realizacion de esta prueba, apoyada en sintomas asociados a Fibrosis Quistica, conlleva
a la busqueda de las mutaciones responsables de la enfermedad, las cuales se pueden

determinar gracias a la identificacion del gen CFTR en el afio 1989 (Kerem et al, 1989,

Rommens et al, 1989).
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4.5.1 Técnicas Moleculares Para la Deteccion de Mutaciones en CFTR. El estudio del
gen CFTR ha permitido determinar hasta el momento un nimero superior a 1300 para
aquellas mutaciones asociadas a Fibrosis Quistica. La determinacion de las mutaciones
responsables de la enfermedad en cada paciente afectado, o sus familiares puede ser un
trabajo dificil, considerando que el estudio mds amplio para el diagndstico molecular de la

Fibrosis Quistica contempla solo 70 mutaciones (Stern, 1997).

Es por esto que es de gran utilidad realizar estudios poblacionales, que permitan
determinar la frecuencia de las mutaciones asociadas a la enfermedad, para poner a
disposicion de cada poblacion el panel de mutaciones mas adecuado que cubra la mayoria

de los casos.

Las mutaciones para el gen CFTR se pueden determinar de manera directa mediante PCR,
RFLPs, PCR-Heteroduplex, Dot-blot, Dot-blot Reverso o Secuenciacién (Tomaiuolo et al,

2003, Jay et al, 2006).

Esta Ultima técnica permite determinar diversas mutaciones previamente conocidas,
mutaciones raras, o mutaciones nuevas. Sin embargo, dentro de las mutaciones mas
frecuentes que se presentan en este gen estan las grandes deleciones, las cuales no son

detectables por secuenciacion.
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El diagndstico indirecto de mutaciones en CFTR se puede realizar mediante Electroforesis
en Gel con Gradiente Desnaturalizante (DGGE) y Polimorfismos conformacionales de

cadena Unica (SSCPs), entre otros (Tomaiuolo et al, 2003).

4.6 TRATAMIENTO DE LA FIBROSIS QUISTICA

La Fibrosis Quistica es una enfermedad de compromiso multiple. Para esta enfermedad se
han propuesto diversas medidas terapéuticas que buscan mejorar la calidad de vida de los

pacientes y el prondstico de la enfermedad.

La Insuficiencia Pancreatica Exocrina derivada de mutaciones en el gen CFTR, genera
principalmente deficiencia enzimatica, la cual se maneja mediante el suministro de
diferentes suplementos que buscan superar este déficit (Davis, 2006). Adicionalmente, los
pacientes con Fibrosis Quistica requieren un control estricto a nivel nutricional. Con esto
se busca que los pacientes se mantengan lo mas estables posible, disminuyan el riesgo de

infecciones pulmonares, y mejoren su prondstico y calidad de vida.

Los pacientes con FQ tipica, con disfuncidon pancreatica exocrina requieren suplementos

vitaminicos, especialmente necesitan consumir vitaminas lipo solubles como las
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Vitaminas A, D y E (Mason, 2005, Davis, 2006). Este consumo es dependiente de la edad

de los pacientes y de su estado nutricional.

Ademads de las vitaminas, los pacientes con FQ tienen requerimientos especiales de

energia, minerales y acidos grasos.

En cuanto a la enfermedad pulmonar, se han propuesto diferentes medidas para el
tratamiento. El manejo principal estd dado por el suministro de terapia y agentes
terapéuticos que alivien la obstrucciéon de la via respiratoria, como lo es el drenaje
postural y “clapping” o el suministro de DNAsa humana recombinante. La
broncoconstriccién se maneja con broncodilatadores y esteroides inhalados; y la infeccién
de la via respiratoria con antibidticos orales o intravenosos, dependiendo del compromiso

pulmonar y las exacerbaciones de los pacientes (Davis, 2006).

Para mejorar las condiciones de los pacientes afectados por Fibrosis Quistica que sufren
de Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica, se ha propuesto llevar a cabo otras
medidas mds agresivas como la terapia génica, la cual consiste en liberacién de copias del
gen CFTR normal a las células epiteliales de los pulmones de los pacientes afectados,
usando vectores virales o lipidicos (Mason, 2005, Geller et al, 2009, Ratjen, 2009). Sin
embargo, esta metodologia ha fallado en cuanto a la transferencia del ADN, por las

mismas condiciones de los pacientes y el dificil acceso a sus pulmones tras la formacién de
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moco espeso y la colonizacién bacteriana, ademds de la poca expresidon de CFTR que se
logra alcanzar, y de la escasa visualizacidn de los beneficios en cuanto a sintomatologia de

los pacientes (Mason, 2005, Ratjen, 2009).

Ademas de esta opcidn, se ha propuesto medidas terapéuticas en pro del mejoramiento
del transporte de iones. Por ejemplo, la estimulacion de otros canales de cloro
dependientes de calcio mediante el uso de farmacos estimuladores del receptor PY2 y la

inhibicion de la absorcién de sodio (Geller et al, 2009).

Adicionalmente, se ha sugerido la realizacién de terapias respiratorias a los pacientes
afectados, y el uso de oxigeno. Estos tratamientos dependen directamente de la edad y
condiciones de los pacientes, y las recomendaciones de los médicos tratantes (Mason,

2005).

La medida mas drdstica de manejo para los pacientes con FQ es el trasplante de pulmén.
Esta opcion se contempla cuando hay falla respiratoria y el pronéstico de vida no es mayor

a 2 aios (Geller et al, 2009).
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4.7 CORRELACION ENTRE FENOTIPO Y GENOTIPO PARA FIBROSIS QUISTICA

La Fibrosis quistica es producida por mutaciones en el gen CFTR, las cuales conllevan a un
fenotipo clinico que se puede caracterizar segun la severidad, los signos y sintomas vy el

curso de la enfermedad (Zielenski, 2000).

Como se ha enunciado previamente, el fenotipo cldsico de FQ estda dado por la
presentacién de Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica, insuficiencia pancreatica
exocrina y aumento de electrolitos en sudor. Sin embargo, la presentacién clinica puede
ser bastante variable entre los pacientes afectados por esta enfermedad, los cuales
pueden presentar diversos grados de severidad en cuanto a la enfermedad pulmonar,
algunos pueden no tener insuficiencia pancredtica (15%), y presentar niveles limitrofes o
normales para la prueba de electrolitos en sudor, ademas de presentar otras
complicaciones en diversos érganos, como lo son el ileo meconial, diabetes, pancreatitis,

etc. (Zielenski, 2000)

Para poder vislumbrar la relacion entre las mutaciones en el gen CFTR y la presentacion de
Fibrosis Quistica se han realizado diversos estudios, los cuales han permitido determinar
algunos factores que pueden intervenir finalmente en la presentacion de la enfermedad
(Zielenski, 2000). De esta manera, el primer factor a considerar son las mutaciones en el

gen CFTR.
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El potencial de una mutaciédn para contribuir con la severidad de la FQ depende de
diversas caracteristicas como el tipo de mutacion, el mecanismo molecular por el cual
causan defectos (Tabla 1), la posicién en el gen, la cantidad total de proteina que se

produzca, la presencia de alelos complejos y segundas mutaciones (Zielenski, 2000).

El tipo de la mutaciéon se ha visto relacionado directamente con el fenotipo que se
presenta, especialmente a nivel pancredtico. Por ejemplo, mutaciones que implican
cambios en el sitio de splicing, mutaciones nonsense o in frame se han relacionado con
insuficiencia pancredtica, y se han denominado mutaciones severas. Por el contrario,
mutaciones de tipo missense se han visto correlacionadas con suficiencia pancreética, lo

que las hace denominar mutaciones leves (Gallati, 2003).

Adicionalmente, respecto a la clase de mutaciones y el mecanismo molecular en el cual
estdn implicadas (Tabla 1), se ha encontrado correlacién entre el fenotipo a nivel
pulmonar dado en término de pruebas de funcién respiratoria y la clase de las mutaciones
a la que pertenecen aquellas que conforman el genotipo. Las mutaciones clase | y clase Il
se han relacionado significativamente con fenotipos mas severos de la enfermedad
pulmonar obstructiva crénica (De Gracia et al, 2005). Similarmente, pacientes que tienen
genotipos compuestos por mutaciones de la Clase I, Il o lll, tienen una mayor tasa de

mortalidad, menor edad promedio de muerte y menor grado de supervivencia con
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respecto a aquellos cuyo genotipo esta dado por mutaciones de otra Clase (McKone et al,

2003, Lai et al, 2004, McKone et al, 2006).

La posicidon de la mutacién dentro de la proteina es igualmente importante. Mutaciones
que se encuentran ubicadas en sitios criticos para la funcidn del canal generaran
consecuencias mas significativas a nivel clinico, que las mutaciones que se pueden
encontrar distribuidas en otros sitios de la proteina. Por ejemplo, la mutacién p.F508del la
cual se presenta en el dominio de unién a nucledtidos 1 (NBD1), genera cambios
conformacionales que conllevan a la captura y degradacion de la proteina en el reticulo
endopldsmico, ademds de cambios funcionales de este dominio, del cual depende la

hidrdlisis de ATP para posterior apertura del canal CFTR (Thomas et al, 1992, Skach, 2000).

Ademas de estas caracteristicas, es importante tener en cuenta la cantidad de proteina
gue se produce, la cual se ha relacionado directamente con el fenotipo de los pacientes

afectados por FQ (Tabla 3).

Por un lado, existen mutaciones que permiten el acceso de la proteina CFTR a la
membrana apical de las células endoteliales de la via respiratoria, como aquellas que
pertenecen a la clase IV y V. Estas mutaciones permiten que haya actividad residual del
canal, y que por tanto no se presente un fenotipo clinico severo en los pacientes que

tienen estas mutaciones (Zielenski, 2000, Gallati, 2003). Se ha encontrado que pacientes
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con Fibrosis quistica que tengan al menos un 5-10% de proteina funcional, pueden tener

un mejor curso de su enfermedad pulmonar (Crystal, 1999).

Por otro lado, en cuanto a la funcion pancredtica se refiere, se sabe que con un porcentaje

menor al 1 % de proteina CFTR funcional y con un porcentaje inferior a 5% de glandulas

secretoras funcionales, hay sintomas asociados con insuficiencia pancredtica exocrina

(Stern, 1997).

Porcentaje de CFTR
Normal Funcional

<1%

<4.5%

<5%

<10%

Entre 10-49%

50-100

Manifestaciones Clinicas

Deficiencia Pancreatica Exocrina, ademas de las
manifestaciones citadas para demds porcentajes

Infeccidn pulmonar progresiva, ademas de las
manifestaciones citadas a continuacién

Niveles de electrolitos en Sudor anormales,
ademas de las manifestaciones citadas por
encima de este porcentaje

Ausencia bilateral de vasos deferentes

Anormalidad no Conocida

Ninguna anormalidad conocida

Tabla 3. Relacion entre Cantidad de Proteina CFTR Funcional y Manifestaciones Clinicas (Stern, 1997).

Finalmente, la modulacién que pueda darse entre las dos mutaciones que conforman el

genotipo de un paciente con Fibrosis Quistica puede regular el fenotipo (Zielenski, 2000).

Respecto a este punto, Kerem y colaboradores postularon que aquellos quienes tienen
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genotipos compuestos por una mutacién leve y una severa, no presentaran insuficiencia
pancredtica, pues la mutacion leve es dominante sobre la severa. (Kerem et al, 1989,

Gallati, 2003).

Dentro de las mutaciones mds estudiadas para los pacientes con Fibrosis Quistica, se
encuentra la mutacién p. F508del. Con respecto a esta mutacion se ha sefialado que
guienes son homocigotos sufren de una enfermedad mas severa, tiene presentacion
temprana de los sintomas y alteracion tanto pancreatica como pulmonar (Kerem et al,
1990). El 99% de los pacientes homocigotos para esta mutacién presentan insuficiencia
pancredtica exocrina (16). Sin embargo, dicha correlacién no existe entre los pacientes con
este genotipo y enfermedad pulmonar obstructiva crénica (Zielenski, 2000, Bronsveld et

al, 2001, Gallati, 2003, McKone et al, 2006)

El estudio de gemelos tanto monocigotos como dicigotos ha demostrado que afectados
con el mismo genotipo presentan diferencias significativas en cuanto a la severidad y
presentacién de la enfermedad pulmonar, aunque se muestra mayor concordancia entre
los gemelos monocigotos, demostrando que existen diversos factores genéticos que

pueden influenciar la enfermedad. (Mekus et al, 2000, Bronsveld et al, 2001)
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Estos factores genéticos, o genes modificadores son el segundo factor a considerar para

entender la presentacion clinica heterogénea de los pacientes con Fibrosis Quistica.

Se pueden considerar genes modificadores actuando en cada uno de los pasos dentro de
la cascada de Patofisiologia de la enfermedad Pulmonar en FQ propuesta por Ratjen
(Ratjen, 2009). Teniendo en cuenta que la infeccidn crénica es responsable del dafio
inflamatorio, el cual a su vez conlleva a la pérdida de la funcién pulmonar, se han realizado
estudios sobre genes involucrados en infeccion crénica e inflamacion (Mahadeva et al,
1998, Hull et al, 1998, Henry et al, 2001, Drumm et al, 2005, Corvol et al, 2007, Dorfman et

al, 2008).

Por ejemplo, se ha concluido que genes que intervienen en el proceso de infeccidon, como
lo son el Gen de Lectina de Unién a Manosa (MBL2) y el Gen de la Oxido Nitrico Sintasa
(NOS3), contienen polimorfismos que han sido asociados con disminucién de la funcién
pulmonar, mayor riesgo de muerte, y susceptibilidad a colonizacién bacteriana en
pacientes afectados por Fibrosis Quistica (Garred et al, 1999, Gabolde et al, 1999,

Grasemann et al, 2003, Davies et al, 2004, Dorfman et al, 2008).

Dentro de los genes asociados con el proceso inflamatorio dado en estos pacientes, se ha
sefialado que ciertos polimorfismos del gen que codifica el Factor de Crecimiento
Transformante Beta 1 (TGF-B1) y del gen del Factor de Necrosis Tumoral Alfa (TNF-a),
estan asociados directamente con disminucion en la funcién pulmonar y severidad de la

Fibrosis Quistica (Davies et al, 2004, Drumm et al, 2005, Dorfman et al, 2008).
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Sin embargo, pocos estudios se han realizado sobre posibles asociaciones de genes
involucrados en procesos de sefializacion celular, implicados en el transporte, funcion,
maduracion y activacion de la proteina CFTR, con el fenotipo de la Fibrosis Quistica. Esto
resulta de gran importancia dado que hay pacientes cuyo genotipo permite la formacién
residual de proteina CFTR, lo que podria conllevar a fenotipos intermedios, siempre y

cuando se estimulara el correcto funcionamiento de esta proteina.

Dentro de los genes asociados a la funcién, maduracién y activacién de la proteina CFTR,
asi como al fenotipo de pacientes afectados por Fibrosis Quistica y su respuesta al
tratamiento, se encuentra en Gen del Receptor Beta 2 Adrenérgico (Busher et al, 2002,

Naren et al, 2003, Taouil et al, 2003, Steagall et al, 2007).

4.8 RECEPTOR B2- ADRENERGICO

El receptor beta dos adrenérgico pertenece al grupo de receptores asociados a proteinas
G (GPCRs), los cuales son caracterizados por tener siete dominios transmembranales, cuya
estructura corresponde a hélices alfa. Su dominio extracelular corresponde al extremo
amino-terminal, mientras que el dominio intracelular corresponde al extremo carboxi

terminal (Johnson. 2006).
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Este receptor es codificado por el gen ADRB2, el cual se encuentra en el cromosoma 5g31-
032, no tiene intrones y su tamaio es de 2.033bp (Kobilka et al, 1989). La transcripcién y
posterior traduccidon de este gen genera una proteina de 413 aminodcidos (Johnson.

2006, McGraw et al, 2005).

Esta proteina sufre tres diferentes modificaciones post-traduccionales: N-glicosilacién, la
cual es basica para la insercion del receptor en la membrana y el trafico de agonistas, y se
da en los aminoécidos 6,15 y 187. La palmitoilaciéon que ancla el extremo carboxi a la
membrana y se da a nivel del aminoacido 341 y la ubiquitinizacién, la cual permite el

recambio y regulacién negativa del receptor. (McGraw et al, 2005)

La expresién de este receptor se da en el musculo liso de la via respiratoria, en las células
endoteliales y epiteliales del pulmoén, células tipo Il y mastocitos, funcionando como

aceptor de agonistas que permiten la broncodilatacién del pulmén (Johnson, 2006).

4.8.1 Activacion del Receptor B2-Adrenérgico. El receptor B2-Adrenérgico se encuentra
asociado con proteinas triméricas de tipo Gs Estas proteinas G estimuladoras estan
compuestas por tres subunidades: a, B, y. El receptor B2-Adrenérgico, en estado inactivo,
estd unido a la subunidad a de la proteina Gs. Una vez que el receptor estd en contacto

con un agonista y es activado, la proteina Gs es defosforilada y la subunidad alfa se separa
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para quedar en contacto con la adenil ciclasa, enzima que cataliza la conversién de ATP a
cAMP. Esta molécula actia como un segundo mensajero, cuya funcién principal es activar

la protein-quinasa A (PKA) (Billington et al, 2003, McGraw et al, 2005, Johnson, 2006,).

Esta protein-quinasa esta compuesta por dos subunidades, una subunidad reguladora y
otra subunidad catalitica. El cAMP tiene mayor afinidad por la primera, de tal manera que
al unirse a ella, la su unidad catalitica de PKA queda expuesta y libre para actuar de
diversas maneras. Por ejemplo, la PKA puede fosforilar receptores acoplados a proteinas
Gq y a la Fosfolipasa C (PLC), y de esta manera inhibir la generacion de fosfatidil inositol y
el flujo de calcio. Adicionalmente, PKA puede actuar sobre canales iénicos, regulando su
apertura, o sobre factores de transcripcién de genes involucrados con el proceso de

broncoconstriccion celular (Billington et al, 2003).

Por otro lado Camp también ha sido asociado a procesos de remodelamiento celular. Se
ha determinado que esta molécula puede estar involucrada en el proceso de inhibicién de
liberacidn de calcio desde las células (intracelular), en la reduccion de la entrada de calcio
a las células y en la induccidn del secuestro de calcio intracelular, todo esto ayudando al

relajamiento muscular de la via respiratoria. (Johnson, 2001)

54



Aparte de su papel como intermediario en el proceso de broncodilatacién, este mensajero
esta involucrado en el control de canales de intercambio iénico, como el canal CFTR,

actuando como mediador de su activacién (Busher et al, 2002).

4.8.2 Meétodos de Regulacion del Receptor B2-Adrenérgico

4.8.2.1 Desensibilizacion: Mecanismo regulador de la Sedalizacion. El proceso de
desensibilizacion del receptor estd asociado a activacion del receptor B-2 Adrenérgico.
Este proceso se lleva a cabo con el fin de prevenir la sobre-estimulaciéon de receptores

cuando pueda haber exceso de exposicion a beta agonistas (Johnson, 2001).

Este proceso ocurre en tres pasos: Desacoplamiento de los receptores, internalizacién de
los receptores no acoplados, y fosforilacion de los receptores internalizados (Johnson,

2001).

Dicha fosforilacién puede esta mediada por quinasas asociadas a receptores acoplados a
proteinas G (GRKs) y arrestinas, o mediante fosforilacién con protein quinasas (Kohout et

al, 2003).

El primero de estos mecanismos involucra la unién de GRKs al receptor tras el cambio
conformacional que éste ha adquirido por su activaciéon. Una vez las GRKs se han unido y

fosforilado parte de los loops intracitoplasmaticos del receptor, habilitan la unidn
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secuencial de las arrestinas, las cuales impiden la unidn de otras proteinas Gs (Kohout et

al, 2003). Este proceso disminuye cerca del 80% del proceso de sefializacion celular.

La segunda via implica la fosforilacién del receptor B2-Adrenergico por protein- quinasas
activadas en la cascada de sefializacion del mismo receptor, desarrollando un mecanismo
de feedback negativo. En este caso, la PKA regula la exposicidn y activaciéon del mismo

receptor B2-Adrenergico (Kohout et al, 2003, McGraw et al, 2005)

4.8.2.2 Regulacion Negativa del Receptor: Mecanismo regulador del Numero de
Receptores. Una vez se ha activado el receptor f2-Adrenergico y se ha expuesto durante
tiempo prolongado a B agonistas, se produce una pérdida de los receptores a nivel de la
superficie apical de la membrana celular. Este proceso, al contrario del proceso de
desensibilizacidn, se lleva a cabo por mecanismos independientes a la fosforilacién de los

receptores (Johnson, 1998).

El proceso de regulacién negativa involucra la internalizacién del receptor B2 Adrenérgico
via endosomas. Estos endosomas guian el receptor hasta los lisosomas donde seran

degradados o son reciclados y devueltos a la superficie celular (Billington et al, 2003).

4.8.3 Polimorfismos del Receptor B2-Adrenérgico. El estudio del gen y la proteina del
Receptor B2-Adrenérgico ha permitido encontrar diversos polimorfismos distribuidos a lo

largo de la proteina (Johnson, 2001, Billington et al, 2003). Hasta el momento se han
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descrito cerca de 15 polimorfismos, sin embargo se ha encontrado que tres de ellos
alteran el comportamiento del receptor luego de la exposicion al agonista (Turki et al,

1995).

Estos polimorfismos implican cambios nucleotidicos en las posiciones 46 (A>G), 79 (C>G) y
491 (C>T) del ADN, generando cambios no sinénimos en los codones 16 (p.R16G), 27

(p.Q27E) y 164 (p.T164l) de la proteina (Johnson, 2001, Johnson, 2006).

El polimorfismo p.R16G ha sido ampliamente investigado tanto en estudios in vitro como
en estudios in vivo. Dichas investigaciones han reportado relacién entre el polimorfismo y
aumento de la regulacién negativa del receptor (Ligget, 1997), asociacidn en pacientes con
este polimorfismo y el grado de severidad de asma (Turki et al, 1995, Ligget, 1997) y la
presencia del polimorfismo y la severidad, el curso de la enfermedad y la respuesta a

tratamiento para Fibrosis Quistica (Johnson, 2006, Steagall et al, 2007).

La frecuencia del alelo R en poblacién control es cercana a 0.5, mientras en los pacientes
afectados por Fibrosis Quistica la frecuencia es cercana a 0.3, mostrando diferencias

estadisticamente significativas (p<0.05) (Johnson, 2001, Steagall et al, 2007).

El polimorfismo p.Q27E ha mostrado un comportamiento opuesto al del polimorfismo

p.R16G en estudios in vitro. Este se ha visto relacionado con una disminucién en la
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regulacién negativa del receptor, generando mayor grado de receptores activos en la
superficie celular (Ligget, 1997). Sin embargo, los estudios de asociacién para asmaticos y
para pacientes afectados por Fibrosis Quistica, han demostrado que también existe
diferencias significativas entre poblacién control y pacientes respecto a este polimorfismo,
demostrando frecuencias significativamente diferentes (Turki et al, 1995, Ligget, 1997,

Busher et al, 2002, Steagall et al, 2007).

Las frecuencias encontradas en estudios previos para el alelo Q en poblacién control
oscilan entre 0.6 y 0.7, mientras que en poblacién afectada esta entre 0.4 y 0.5 (Busher et

al, 2002, Steagall et al, 2007).

La mayoria de estudios de asociacidn realizados para estos polimorfismos, han resaltado
la importancia de analizar los haplotipos respecto a estos alelos, mas que los genotipos
independientes, mostrando que hay, en el caso de la Fibrosis Quistica, una mayor
tendencia a fenotipos severos en pacientes p.R16R y p.E27E, los cuales estan asociados a

menores parametros de funcién pulmonar (Steagall et al, 2007).

En cuando al polimorfismo p.T164l, cuya frecuencia reportada en poblacién control es de
1%, se ha encontrado asociado a diferencias a nivel de respuesta a tratamiento,

observando que genera una disminucién en la cascada de sefializacidon dada por una baja
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en el acoplamiento del agonista con el receptor, y también disminuida activacién de Ia

adenil ciclasa (Ligget, 1997).

4.9 RELACION FIBROSIS QUISTICA — RECEPTOR B2-ADRENERGICO

El canal CFTR es regulado por el cAMP intracelular y es activado por la fosforilacion de su
dominio regulador mediante protein-quinasas A/C. La activacién de PKA o PKC estd dada
por la unién de su sitio regulador al cAMP, que libera el sitio catalitico de éstas. Este sitio
catalitico es el responsable de fosforilar diversas proteinas para su activacién, entre estas

el canal CFTR (Naren et al, 2003).

Una de las vias estrechamente vinculadas con la formacion del cAMP, es la cascada de
sefiales desencadenada por la unidn de agonistas al receptor B2-Adrenérgico. Asi, la ruta
de sefializacién generada por la activacion del receptor B2-Adrenérgico, genera cAMP
como segundo mensajero, que a su vez activa la PKA, y ésta fosforila canales como CFTR

(Billington et al, 2003).
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Es por esto mismo que este receptor ha sido evaluado en estudios de respuesta a
tratamiento para enfermedades pulmonares como la Fibrosis Quistica, asocidndolo

ademas con severidad de la enfermedad (Busher et al, 2002, Steagall et al, 2007).

Se ha visto una asociacidn significativa con el polimorfismo glicina en la posicién 16 y la
disminucién en la funcién pulmonar de pacientes con fibrosis quistica (Busher et al, 2002).
El estudio molecular de varios polimorfismos del receptor, y la evaluaciéon y comparacién
de los haplotipos con respecto a la severidad de la enfermedad, también ha demostrado

una estrecha relacién. (Busher et al, 2002, Steagall et al, 2007)

Sin ir mas all3, estudios in vitro han demostrado el vinculo que existe entre el receptor
beta dos adrenérgico y su activacidn, con la localizacién, funcidon y maduracion apropiada

del canal CFTR (Taouil et al, 2003).

Es por todo esto que resulta muy importante el estudio de asociacion de los
polimorfismos para el receptor B2-Adrenérgico en pacientes con Fibrosis Quistica, ya que
se podrian utilizar como medio pronostico para estos pacientes, ademads de sugerir una via
terapéutica alternativa para el manejo de pacientes con Fibrosis Quistica que tengan
menor produccién de la proteina CFTR, mediando la via de activaciéon de este canal y

mejorando significativamente su calidad de vida.
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5 METODOLOGIA

5.1 TIPO DE ESTUDIO

Este estudio es de tipo Caso- Control, el cual corresponde a una investigacién con
resultados a nivel epidemiolégico y analitico, que estudia los polimorfismos del Receptor
B2 Adrenérgico en pacientes afectados por Fibrosis Quistica y controles sanos sin esta

enfermedad.

5.2 POBLACION DE REFERENCIA

El andlisis de polimorfismos del Receptor Beta 2 Adrenérgico se llevd a cabo en 70
pacientes afectados con Fibrosis Quistica y 192 controles sanos para esta enfermedad. El
calculo de la muestra se realizdé por medio del programa Epilnfo v. 6.0. Se establecié que
la relacion entre pacientes y controles para este estudio debia ser minimo 1:2, dada la
baja frecuencia del alelo 1164. El poder estadistico alcanzado es de 80% y el nivel de

confianza de 95%.

La relacién entre pacientes y controles para este estudio caso-control

Los pacientes y los controles debian cumplir los siguientes criterios de inclusidn, los cuales

fueron propuestos al inicio del estudio.
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5.3

5.4

CRITERIOS DE INCLUSION

Pacientes afectados con Fibrosis Quistica, que tengan estudio molecular en el cual
se hayan identificado mutaciones en el gen CFTR en forma homocigota o
heterocigota compuesta, asociados a un cuadro clinico compatible con la entidad y
que ellos o sus representantes hayan aceptado mediante un consentimiento
informado diligenciado en estudios previos, que su muestra sea empleada para
otros analisis y que hayan dado su asentimiento telefénico para participar en este
estudio (Anexo 1 y Anexo 2). Estos consentimientos y asentimientos fueron
aprobados por el Comité de ética de la Universidad del Rosario.

Controles sanos para Fibrosis Quistica, con una edad entre 18-60 afos, que hayan
sido informados plenamente del estudio y sus objetivos, y que hayan aceptado
mediante un consentimiento informado participar voluntariamente en la
investigacion, y ser evaluados molecularmente para el gen del receptor B-2
adrenérgico (Anexo 3). Este consentimiento fue aprobado por el Comité de ética

de la Universidad del Rosario.

CRITERIOS DE EXCLUSION

Para este estudio se determinaron los siguientes criterios de exclusién para cada una de

las poblaciones de referencia:
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o Pacientes afectados por Fibrosis Quistica que no acepten participar en el estudio.
o Controles sanos con antecedentes personales de Asma, Fibrosis Quistica, Diabetes

Mellitus, Enfermedad Pulmonar Crénica e Hipertensién.

Para poder determinar el estado de salud de los controles se realiz6 una encuesta

personal, buscando determinar sus antecedentes.

5.5 METODOLOGIA EXPERIMENTAL

La metodologia general (Fig. 3) fue escogida para lograr los objetivos de genotipificacidn
de los tres polimorfismos (p.R16G, p.Q27E y p.T164l) en poblacidon control y en los
pacientes afectados por Fibrosis Quistica. Sin embargo, durante el proceso de
estandarizacién surgieron algunas modificaciones a los procedimientos sugeridos al

principio de esta investigacion.
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ANALISIS DEL RECEPTOR 2 ADRENERGICO EN POBLACION
CONTROL Y PACIENTES AFECTADOS POR FIBROSIS
QUISTICA

PACIENTES CONTROLES

Cumplan Criterios de Inclusion y
hayan otorgado consentimiento
y/o asentimiento

Toma de muestra de Sangre en
tubo con EDTA

v A 4

Tomar ADN del Banco de ADN Extraccion de ADN por técnicas
de la Universidad del Rosario convencionales

\\ PCR Alelo Especifica /

}

Electroforesis en gel de Agarosa
1%

}

Andlisis estadistico y Correlacion
Genotipo-Fenotipo

Figura 3. Procedimiento Experimental Sugerido para Genotipificacion y Analisis de Poblacién Control y
Pacientes Afectados por Fibrosis Quistica.

5.5.1 Estandarizacion de la Metodologia Experimental
5.5.1.1 Extraccion de ADN. Para las personas afectadas se contaba con el banco de ADN

de la Unidad de Genética de la Universidad del Rosario; por lo tanto los procesos de toma

de muestra y extraccion de ADN en esta poblacién no fueron necesarios.

64



En la poblaciéon control, de quien se obtenia el consentimiento informado para la
participacion en este estudio, se realizd toma de muestra de sangre de aproximadamente
3 ml en tubo con EDTA. A partir de esta muestra, se realizd extraccion de ADN por Salting

out o PROBE.

Inicialmente la extracciéon de ADN se realizd siguiendo el protocolo de la técnica Salting
out modificado (Anexo 4). Mediante este procedimiento se obtuvo ADN de baja calidad,
gue al visualizar en el gel de agarosa al 1% mostraba barrido y baja definicidon de la banda
por lo cual se optd por la realizacion de la extraccion de ADN mediante la técnica PROBE

(Anexo 5).

La técnica PROBE permitié la obtencién de ADN sin evidencia de degradacién. Sin

embargo, esta técnica requiere de un mayor volumen de sangre (2 ml).

5.5.1.2 PCR Alelo Especifica. Existen diversas metodologias moleculares para la
identificacion de SNPs en ADN. Entre los mas usados estdn el uso de enzimas de
restricciéon (RFLPs), la creacién de sitios de restriccién (ACRS), la mutagénesis sitio dirigida

y la PCR alelo especifica.

Para el estudio de los polimorfismos p.R16G, p.Q27E y p.T164] del receptor [2-
Adrenérgico se realizod el analisis de la secuencia de ADN donde estan los polimorfismos

mediante el programa BioEdit, encontrando que la regiéon donde se encuentran estas
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variantes no es reconocida por enzimas de restriccion, descartando entonces el uso de
RFLPs.

Asi mismo, anteriores publicaciones realizaban la identificacién de estos polimorfismos
por medio de PCR- Alelo especifica o la creaciéon de sitios de restriccion. Dada la
complejidad de esta ultima metodologia, se eligid la realizacion de PCR-Alelo especifica.
Para esta amplificacién se han descrito diversos primers en la literatura, sin embargo al
realizar el estudio de complementariedad por medio de la herramienta BLASTn, se
encontré que habia 100% de coincidencia con los primers reportados por Turki, y

colaboradores (Turki et al, 1995), por lo cual estos fueron los empleados en el proceso de

la PCR (Tabla 4).

PRIMER Polimorfismo p.R16G Polimorfismo p.Q27E Polimorfismo p.T164l
(r;::gr;) 5 -CTTCTTGCTGGCGGCACCCAATA-3’ 5’-GGACCACGACGTCACGCAGC-3’ 5"-TGGATTGTGTCAGGCCTTAT-3’
(I::;Rearrtzl) 5’- CTTCTTGCTGGCGGCACCCAATG-3’ 5’-GGACCACGACGTCACGCAGG-3’ 5'-TGGATTGTGTCAGGCCTTAC-3
(::::resl;) 5’-CCAATTTAGGAGGATGTAAACTTC-3’ 5 “ACAATCCACACCATCAGAAT-3’ 5-CACAGCAGTTTATTTTCTTT-3"

Tabla 4. Primers empleados para la PCR Alelo Especifica e Identificacion de los polimorfismos p.R16G,
p.Q27E y p.T164l del gen ADRB2 (Turki et al, 1995).

o Estandarizacion

El procedimiento de estandarizacion de la PCR para cada uno de los polimorfismos inicié
con la realizacién de escalera de temperatura de anillaje y empleando Go Taqg Green

Master Mix de Promega. Este proceso se llevé a cabo empleando muestras control
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previamente secuenciadas por el Doctor Marc Via, investigador y docente de la Division de
Ciencias Farmacéuticas y Farmacogenética, Medicina Pulmonar y Cuidado Critico y

Farmacologia Clinica de la Universidad de California, San Francisco.

Para los tres polimorfismos se probaron temperaturas del rango 59°C a 62 °C, con
variacién de un grado, obteniendo amplificacién para los polimorfismos p.R16G y p.Q27E
a 61°C, con las bandas esperadas de 913 bp y 442bp (Tabla 5). Sin embargo, se

evidenciaba barrido en el corrido electroforético, y las bandas obtenidas no eran nitidas.

Para confirmar el genotipo obtenido, se realizé un nuevo proceso de amplificacién sobre

las mismas muestras control, encontrando resultados divergentes.

Debido a la baja reproducibilidad de la amplificaciéon con estas condiciones se decidié
realizar la PCR empleando componentes , dado que al emplear esta Master Mix se
reducian las posibilidades de manipulacién de los diversos factores importantes para la
amplificacion como lo son la concentracion de Cloruro de Magnesio y de la Taq

polimerasa.
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e Estandarizacion de PCR por Componentes

= PCR Alelo Especifica: Polimorfismo p.R16G

Para este polimorfismo se mantuvieron las condiciones de amplificacién empleadas
inicialmente con la Master Mix (Tabla 5) y se realizéd escalera de MgCl, evaluando
amplificacion a 1 mM, 1.2 mM y 1.5 mM. Bajo estas condiciones se encontraron bandas

tenues a 1.2 mM de MgCl,, y bandas de mayor intensidad y nitideza 1.5 mM.

Temperatura Tiempo

Desnaturalizacion 94 °C 5°
Inicial
Desnaturalizacién 94 °C 45"
Anillaje 61 °C 45 "’
Extension 72 °C 45"
Extension Final 72 °C 10°

Tabla 5. Condiciones de Amplificacion de PCR para los polimorfismos p.R16G y p.Q27E.

Una vez halladas las condiciones de amplificacidn, se probaron los controles secuenciados.

Los resultados no eran reproducibles.

Por esta razdn se hizo entonces necesaria la evaluacién de otros componentes de la PCR,
lo cual fue recomendado por Newton y cols, y Sarkar y cols (Newton et al, 1989, Sarkar et
al, 1990). Los primers se probaron a dos concentraciones diferentes (0.04 pM y 0.08 pM)
encontrando amplificaciéon para dos de los tres controles secuenciados con 0.08 pM de

cebador.
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La amplificacién preferencial de dos controles sugirié la importancia de la concentracidn
de ADN para obtener amplificacion de este polimorfismo, ya que los controles
amplificados estaban a una concentracién inicial de 80 ng/ul y 300 ng/ul mientras el
control del cual no se obtuvo amplificacidn tenia una concentracion inicial de 25 ng/ pl.

De esta manera, se hizo necesario realizar una escalera de ADN a partir de los controles
para determinar cual era la concentracién minima requerida para la amplificacién,
obteniendo que la concentracion final 6ptima era de 8 ng/ ul (Tabla 6).

Asi, se requirié la cuantificacién de la concentracién de ADN en las muestras y controles a

emplear.

Primer 0.08 pM

Concentracion
MgCl, (1.5 mM)

Concentracion
final de ADN

2 ng/ul -
4 ng/ul -
5 ng/ul -
6 ng/ul -
7 ng/ ul +/-
8ng/ ul +
10 ng/ ul +
20 ng/ pl +

Tabla 6. Estandarizacion de PCR Alelo especifica por Componentes: Prueba con diluciones de ADN.
Resultado + y — segtin se evidencia amplificacion. +/- una amplificacion dudosa

Obteniendo los resultados de esa prueba de estandarizacidon, se lograron las condiciones
finales de amplificacion de la PCR Alelo especifica para el polimorfismo 16 (Tabla 7)
evidenciando la gran importancia de la calidad y concentracion de ADN para esta

metodologia.
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Componente  Concentracion

Final
Buffer 2 X
Primer 1 0.08 pM
Primer 2 0.08 pM
dNTP’s 2mM
MgCl, 1.5 mM
Taq 1.2U
Polimerasa
ADN 8 ng/ pl
Volumen 20 pl
Final

Tabla 7. Estandarizacion de PCR Alelo especifica por Componentes para p.R16G: Concentraciones Finales

= PCR Alelo Especifica: Polimorfismo p.Q27E

El proceso de estandarizacidn de la PCR para este polimorfismo siguié el mismo protocolo

realizado para el polimorfismo p.R16G.

La escalera de temperatura permitié determinar que las condiciones de amplificacién
podian ser iguales a las manejadas para el polimorfismo anterior (Tabla 5).

Adicionalmente, la concentracion de Cloruro de Magnesio seria de 1.5 mM.

Teniendo en cuenta las variables adicionales como concentracién de primers y ADN, se

realizéd la amplificacién como se hizo inicialmente para p.R16G, obteniendo la banda

esperada de 442 bp con 0.04 pM de primers y 1 ng/ ul de ADN (Tabla 8).
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Componente  Concentracion

Final
Buffer 2X
Primer 1 0.04 pM
Primer 2 0.04 pM
dNTP’s 2mM
MgCl, 1.5 mM
Taq 1.2U
Polimerasa
ADN 1 ng/ ul
Volumen 20 pl
Final

Tabla 8. Estandarizacion de PCR Alelo especifica por Componentes para p.Q27E: Concentraciones Finales

= PCR Alelo Especifica: Polimorfismo p.T164l

Asi como se evidencié con las pruebas iniciales realizadas con Master Mix, la escalera de
temperatura para la amplificacién del polimorfismo p.T164l difiere con respecto a la
amplificacion de los otros dos polimorfismos, esto debido especialmente a la secuencia de
los primers. Para este caso, se contemplaron temperaturas de anillaje inferiores,

evaluando el rango de 56°C a 61 °C.

Este procedimiento permitié determinar las condiciones de la PCR como se enuncian en la

Tabla 9.

Temperatura Tiempo

Desnaturalizacion 94 °C 5°
Inicial
Desnaturalizacion 94 °C 45"~
Anillaje 57 °C 45~
Extension 72 °C 45"
Extension Final 72 °C 10°

Tabla 9. Condiciones de Amplificaciéon de PCR para el polimorfismo p.T164l.
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La escalera de Cloruro, realizada de la misma manera que para los anteriores
polimorfismos, confirmé que la concentracién éptima de Cloruro de Magnesio seria de 1.5

mM (Tabla 10).

Al realizar la PCR bajo estas condiciones, se pudo determinar que los controles
amplificaban siempre y cuando hubiese una cantidad de ADN igual a la manejada en el
polimorfismo 16. Por este motivo, la concentracién minima para lograr evidenciar la

banda de 662 bp fue de 8 ng/ ul (Tabla 10).

Componente  Concentracion

Final
Buffer 2X
Primer 1 0.04 pM
Primer 2 0.04 pM
dNTP’s 2mM
MgCl, 1.5 mM
Taq 1.2U
Polimerasa
ADN 8 ng/ pl
Volumen 20 pl
Final

Tabla 10. Estandarizacién de PCR Alelo especifica por Componentes para p.T1641: Concentraciones Finales

5.5.1.3 Andlisis estadistico y Correlacion Genotipo-Fenotipo. El analisis estadistico se
basd en la comparacidén univariada entre grupos mediante el test de ji-cuadrado de
Pearson o el test exacto de Fisher para variables categdricas, mediante el programa
EPIDAT v. 3.1. Las variables clinicas analizadas para el grupo de pacientes con Fibrosis

Quistica (Bronquiectasias, Pdlipos, Colonizacion por P. aeruginosa o S. aureus,
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Compromiso pulmonar, sinusitis y presentacion clinica de Fibrosis Quistica Tipica) se
compararon con la informacion genética obtenida mediante las mismas herramientas para
determinar si habia significancia, en cuyo caso los valores de p debian ser superiores a
0.05 y asociacion, la cual se determinaba mediante el valor del OR cuyo valor debia ser
mayor a 1 y cuyo intervalo de confianza no debia contener a 1 para establecer alguna

asociacién positiva.

Para el andlisis de los haplotipos se infirid el mas probable para cada individuo mediante el
programa Arlequin v. 3.1 para inferencia de haplotipos a partir de fase gamética
desconocida segun el algoritmo de maxima probabilidad EM descrito por Excoffier, y cols.

(Excoffier et al, 1995).
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6 RESULTADOS

6.1 CARACTERISTICAS DE LAS POBLACIONES ANALIZADAS

Se analizaron en total 192 controles sanos y 70 pacientes afectados por Fibrosis Quistica,
guienes tenian diagndstico molecular confirmado mediante la deteccion de las

mutaciones mas comunes en el gen CFTR (Tabla 12).

De la poblacién control se encontré que la edad estuvo dentro del rango de 18 y 54 afos y
su promedio fue de 21.26+/-5.3 afios. Esta poblacidn estuvo compuesta por 105 mujeres y

87 hombres.

La edad de los pacientes oscilé entre 0.5 y 20 afios con un promedio de 5.8+/-4.93 y

estuvo compuesta por 45 mujeres y 26 hombres.

El grupo de pacientes afectados por Fibrosis Quistica fue clasificado segun diversas
variables clinicas asociadas al compromiso de la via aérea, que incluian el puntaje clinico
de Shwachman las cuales estaban registradas en su historia médica (Tabla 11). Estas
variables fueron tomadas en cuenta mds adelante para determinar el grado de asociacion

entre el genotipo del receptor Beta 2 Adrenérgico y el fenotipo de los pacientes.
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Variable Clinica No de Pacientes

(Porcentaje)
Fibrosis Quistica Clasica 46 (65.71%)
Colonizacién P. aeruginosa 19 (27.14%)
Colonizacion S. aureus 19 (27.14%)
Sinusitis 15 (21.42%)
Polipos 6 (8.57%)
Bronquiectasias 11 (15.71%)

Tabla 11. Variables Clinicas asociadas a Compromiso de la Via Respiratoria
de los pacientes con FQ (Mateus, 2005).

Adicionalmente en éste grupo se encontrdé una amplia gama de mutaciones del gen CFTR,
distribuidas en 21 genotipos distintos. Estas también fueron analizadas bajo su relacidn

con el genotipo del Receptor Beta 2 Adrenérgico y se enuncian en la Tabla 12.

Mutacion Frecuencia
p.F508del 0.593
G542X 0.085
621+1G->T 0.064
1811+1,6kb A>G 0.035
R334W 0.014
W1282X 0.007
S549N 0.007
R1162X 0.021
S549R 0.007
3120+1G>A 0.007
Desconocida 0.157

Tabla 12. Mutaciones encontradas en la Poblacion de Pacientes con FQ (Mateus, 2005)

Es importante tener el cuenta que las mutaciones denominadas como desconocidas son
mutaciones no encontradas bajo el estudio de las mutaciones mas frecuentes en la
poblacion colombiana las cuales incluyen: 175insT, CFTRdele 2,3, E60X, G85E, 394delTT,

R117H, Y122X, 1148T, 711+1G>T, 1078delT, R334W, R347P, A455E, 1507del, 1717-1G>A,
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S549N, G551D, R553X, R560T, 1898+1G>A, 2143delT, 2183AA>G, 2184delA, 2789+5G>A,
3120+1G>A, 3272-26A>G, Y1092X, R1162X, 3659delC, 3849+10kbC>T, 3905insT, S1251N,
W1282X, N1303K p.F508del, G542X, 621+1G->T y 1811+1.6KBA>G. Los pacientes
seleccionados eran homocigotos o heterocigotos para mutaciones en el gen CFTR

(Mateus, 2005).

6.2 ANALISIS DE POLIMORFISMOS p.R16G, p.Q27E Y p.T1641 DEL RECEPTOR B2-

ADRENERGICO

Se realiz6 el estudio molecular de los polimorfismos p.R16G, p.Q27E y p.T164l del
Receptor B2-Adrenérgico siguiendo la metodologia enunciada anteriormente, lo cual
permitié determinar de manera directa el genotipo de las personas analizadas en este

estudio (Fig. 4).

Polimorfismo p.R16G Polimorfismo p.Q27E Polimorfismo p.T164l

123 4 56 7 8 9 10 11 12 13 14 15 1617 18 19 2021 22 23 24 25

913 bp 662 bp

442 bp

Figura 4. Gel Agarosa 2%. Polimorfismos p.R16G, p.Q27E, p.T164l encontrados en las poblaciones analizadas. Carriles 1-8 Polimorfismo
p.R16G: Carriles 1y 2: Blancos de Amplificacién, 3y 4 Control Genotipo R/R, Carril 5y 6 Control Genotipo R/G, Carril 7 y 8 Control Genotipo
G/G. Carriles 10-17 Polimorfismo p.Q27E: Carril 10 y 11 Control Genotipo Q/Q, Carril 12 y 13 Control Genotipo Q/E, Carril 14 y 15 Control
Genotipo E/E, Carriles 16 y 17 Blancos de Amplificacion. Carriles 18-25 Polimorfismo p.T164l: Carriles 18 y 19 Control Genotipo T/T, Carril 20 y
21 Control Genotipo T/I, Carril 22 y 23 Control Genotipo /1., Carriles 24 y 25 Blancos de Amplificacion. Carril 9 Marcador de peso Molecular 1KB.
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En la poblacién estudiada, compuesta por 192 individuos sanos y 70 pacientes afectados
por Fibrosis Quistica, se encontré que la frecuencia del genotipo homocigoto R/R era igual
en las dos poblaciones (0.17). Sin embargo, en la poblacién de pacientes fue relativamente
mas alta la frecuencia del genotipo heterocigoto R/G en comparacién con la poblacién
control (0.60 vs 0.49) y mas baja la frecuencia del genotipo homocigoto G/G (0.23 vs.
0.34). Al analizar los datos en conjunto para este polimorfismo por medio del programa
SPSS y EPIDAT versién 3.1 mediante la prueba de ji-cuadrado no se evidencian diferencias

significativas entre las dos poblaciones, encontrando un valor de p=0.201 (Figura 5).

-
',

<
A

0.60 - 7
FRECUENCIAS 0.40 _ m Controles
Fzcientes
0.20 -
0.00 - 1—.—#
R1I6R G16G  Q27E T164T 1164
GENOTIPOS

Figura 5. Frecuencias Genotipicas en Poblacién Control y en Pacientes.

Los resultados para el polimorfismo p.Q27E mostraron que en ambas poblaciones, habia
prevalencia del Q/Q, aunque en los controles éste genotipo fue mas frecuente en
comparacién con la poblacién de pacientes afectados (0.62 vs 0.54). Por el contrario, el

genotipo heterocigoto Q/E fue mas frecuente en los pacientes que en los controles (0.40
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vs 0.30) y la frecuencia del genotipo homocigoto E/E fue relativamente similar entre las
dos poblaciones (0.08 vs 0.06).

Al comparar estadisticamente las frecuencias genotipicas encontradas en las dos
poblaciones para el polimorfismo p.Q27E, no se encontré una diferencia significativa entre

ellas (p=0.4741).

El estudio del polimorfismo p.T164| demostré el predominio del genotipo homocigoto T/T
en ambas poblaciones, siendo mayor la frecuencia de éste en la poblacién control (0.96 vs
0.89). Esta diferencia se ve compensada en el aumento del nimero de heterocigotos
p.T164l en los pacientes, cuya frecuencia es evidentemente superior a la encontrada en

los controles (0.10 vs 0.04).

La frecuencia del genotipo homocigoto I/l encontrada en la poblacién control fue la mitad

de la frecuencia encontrada en los pacientes.

Estas frecuencias genotipicas no mostraron diferencias estadisticamente significativas al

compararlas mediante la prueba de ji-cuadrado (p=0.127).

Con la informacién genotipica y mediante el uso del programa GenePop v.3.4, se pudo
determinar rdpidamente la frecuencia alélica de las variantes en las dos poblaciones y la

evaluacion de la diferenciacién génica entre ellas (Fig. 6).
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Figura 6. Distribucion de los alelos polimérficos p.R16G, p.Q27E y p.T1641 en Controles y Pacientes
afectados por FQ.

Los resultados mostraron que la frecuencia de los alelos G16 y Q27 en las dos poblaciones

no presentaba diferencias estadisticamente significativas (p>0.05).

Busher y cols. (Busher et al, 2002) y Steagall y cols. (Steagall et al, 2007) han reportado
diferencias en la distribucion alélica para estos dos polimorfismos. La comparacion
estadistica de los datos obtenidos por estos autores y los reportados en el presente
estudio, para estos dos polimorfismos, en los pacientes afectados por Fibrosis Quistica
muestra diferencias significativas respecto a aquellos analizados por Steagall y cols.

(p=0.016).

Por otro lado, el analisis del tercer polimorfismo mostré que la frecuencia del alelo T164

fue mayor en las dos poblaciones analizadas, en comparacién con la frecuencia del alelo

1164. Sin embargo, ésta ultima fue evidentemente superior en la poblacién de pacientes
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afectados. El analisis estadistico de estos resultados corroboré la diferencia significativa

entre las dos poblaciones para el polimorfismo p.T1641 (p = 0.0231).

Busher y cols. hicieron el analisis de este polimorfismo en dos poblaciones, una poblacidn
control y una de pacientes afectados por Fibrosis Quistica, encontrando frecuencias por
debajo del 5% vy las cuales no eran diferentes entre ellas (Busher et al, 2002). Estos
resultados fueron estadisticamente diferentes a los encontrados en el presente estudio (p

=0.0316).

Adicionalmente, a partir de las frecuencias genotipicas y alélicas, y empleando la opcidn
de Prueba para el Equilibrio de Hardy-Weinberg del programa GenePop, se determind que
las dos poblaciones estaban en equilibrio (p>0.05). Este andlisis se realizé por poblacion y

por locus.

En anteriores poblaciones se ha descrito desequilibrio de ligamiento ente los loci 16 y 27
del Receptor Beta 2-Adrenérgico dada la ausencia de los genotipos homocigotos R/R 'y E/E
(Busher et al, 2002). Teniendo en cuenta éstos datos se decidid realizar la prueba de
desequilibrio genotipico para evaluar la posibilidad de encontrar desequilibrio de
ligamiento. Este andlisis demostré desequilibrio para los loci p.R16G y p.Q27E en la

poblacién control (p= 0.00062).
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6.3 ANALISIS DE HAPLOTIPOS PARA LA POBLACION CONTROL Y DE PACIENTES

AFECTADOS POR FIBROSIS QUISTICA

Diversas publicaciones han demostrado que el efecto del Receptor Beta 2 Adrenérgico
como gen modificador de enfermedades con implicaciones pulmonares como Fibrosis
Quistica y Asma no radica en el genotipo particular de un individuo, sino en su haplotipo

(Steagall et al, 2007, Thakkinstian et al, 2005).

Propuesto esto, se quiso realizar el andlisis de haplotipos para los pacientes y controles y
de esta manera determinar si existe o no correlaciéon entre un haplotipo particular y la
severidad de la enfermedad en los pacientes. Sin embargo, dado que no se contaba con
los padres de cada uno de los participantes, se utilizé la herramienta de Inferencia de
Haplotipos de Arlequin v. 3.1, la cual por medio del algoritmo EM busca determinar los
haplotipos mas probables a partir de datos genotipicos multilocus cuando la fase gamética

es desconocida.

Siguiendo esta metodologia se encontraron los haplotipos mas probables para cada

individuo y cada poblacién. Las frecuencias se observan a continuacién:
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HAPLOTIPOS MAS PROBABLES

POBLACION FRECUENCIA PACIENTES FRECUENCIA
CONTROL AFECTADOS
R16 Q27 T164 0.378 G16 Q27 T164 0.362
G16 Q27 T164 0.369 R16 Q27 T164 0.343
G16 E27 T164 0.191 G16 E27 T164 0.141
R16 E27 T164 0.038 R16 E27 T164 0.090
G16 Q27 I164* 0.023 R16 Q27 l1164* 0.038
G16 E27 1164* 0.026

Tabla 13. Lista de Haplotipos Mas Probables y sus frecuencias encontradas mediante Arlequin v.3.1.
(*) Haplotipos encontrados exclusivamente en una poblacion.

De acuerdo a los hallazgos se encontraron 5 haplotipos en la poblacidn control, de los
cuales el mas frecuente fue el compuesto por Arginina en el codén 16, Glutamina en el
codén 27, y Threonina en el coddén 164 (R16 Q27 T164); ademas se encontrd que el
haplotipo menos frecuente era el compuesto por Glicina, Glutamina e Isoleucina (G16 Q27
1164). Adicionalmente, en ésta poblacidn se encontrd el haplotipo conformado por Glicina,
Glutamina e Isoleucina (G16 Q27 1164) con una frecuencia de 0.023, el cual no se encontrd

en la poblacion de pacientes (Fig. 7).

En general, en la poblaciéon control se encontré que los menos frecuentes involucran
cambios en la posicién 27 y 164, y que el orden de frecuencia de mayor a menor es R16

Q27 T164> G16 Q27 T164> G16 E27 T164> R16 E27 T164> G16 Q27 1164.

Dentro de la poblacién de pacientes se hallaron 6 haplotipos de los cuales el mas
frecuente fue el compuesto por Glicina, Glutamina y Threonina (G16 Q27 T164). Ademas,

se hallaron los haplotipos R16 Q27 1164 y G16 E27 1164, los cuales no se encontraron en la
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poblacidn de control y que corresponde a los menos frecuentes dentro de este grupo (Fig

7).

Hs = H Aa 1 [P ]
[Le L

CONTROLES PACIENTES mR16027 T164

Figura 7. Distribucion de Haplotipos en la Poblaciéon control y de pacientes Afectados por FQ.

El andlisis estadistico mediante la prueba de ji-cuadrado comparando el nimero de
individuos encontrados con cada haplotipo entre la poblacién control y la de pacientes
afectados por Fibrosis Quistica demostré diferencias estadisticas significativas, con un

valor de p = 0.0183.

Adicionalmente, se determind que los haplotipos G16E271164 (OR=12.7, IC95% 1.93-139)

y R16Q271164 (OR= 15.4, 1C95% 1.56-120) estan asociados con la poblacién de pacientes

con Fibrosis Quistica.
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6.4 CORRELACION GENOTIPO DEL RECEPTOR BETA 2 ADRENERGICO -FENOTIPO

PACIENTES AFECTADOS POR FIBROSIS QUISTICA

6.4.1 Alelos Polimérficos, Genotipo y Haplotipos vs. Variables Clinicas. Los pacientes
afectados por Fibrosis Quistica fueron clasificados segun diversas variables clinicas las
cuales se escogieron de acuerdo a su importancia en el desarrollo de la afecciéon pulmonar
para determinar la influencia o asociacidon del genotipo del receptor Beta-2 Adrenérgico

con el desarrollo o severidad de esta enfermedad.

Las variables consideradas fueron: Colonizacién por Pseudomonas aeruginosa,
Colonizacion por Staphilococcus aureus, Sinusitis, Bronquiectasias y Polipos (Tabla 11).

Adicionalmente se considero como una variable clinica el compromiso pulmonar, el cual
se definid bajo lo descrito en la historia clinica del paciente que reportara alguna

complicacién asociada.

Con base en estas variables clinicas se realizé la comparacién estadistica del nimero de
individuos encontrados en cada una respecto a los alelos de cada uno de los

polimorfismos que portaban, al genotipo y al haplotipo.

En andlisis de ji-cuadrado y de asociacion mediante cdlculo de OR para los alelos del

polimorfismo 16 arrojé valores sugestivos de asociacién para Colonizaciéon por P.
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aeruginosa (OR = 1.60, IC 95% 0.7-3.6), Sinusitis (OR = 1.06, IC 95% 0.4-2.4), Polipos (OR =

1.10, IC 95% 0.3-3.6) y Bronquiectasias (OR = 1.11, IC 95% 0.4-2.8).

ALELO VARIABLE CLINICA p OR
Colonizacion P. 0.26 1.60

aeruginosa
ALELO Colonizacion S. aureus 0.61 0.81
POLIMORFISMO Sinusitis 0.89 1.06
16 (R/G) Pélipos 0.88 1.10
Bronquiectasias 0.83 1.11
Compromiso pulmonar 0.91 0.89
Colonizacion P. 0.18 2.01

aeruginosa
ALELO Colonizacion S. aureus 0.39 1.54
POLIMORFISMO27 Sinusitis 0.98 1.01
(Q/E) Pdlipos 0.10 0.36
Bronquiectasias 0.59 0.74
Compromiso pulmonar 0.63 0.59
Colonizacion P. 0.47 0.59

aeruginosa
ALELO Colonizacion S. aureus 0.14 0.34
POLIMORFISMO Sinusitis 0.78 1.27
164 (T/1) Pélipos 0.24 0.37
Bronquiectasias 0.27 0.43
Compromiso pulmonar 0.56 1.92

Tabla 14. Analisis estadistico en relacion a variables clinicas y alelos polimérficos.

El andlisis estadistico para los alelos del polimorfismo 27 no mostré diferencias
estadisticamente significativas. Sin embargo, Ilaman la atencién los valores del OR

obtenidos al analizar la Colonizacidn por Pseudomonas aeruginosa, el cual es igual a 2 (IC

85



95% 0.7-5.6), para Colonizacién S. aureus (IC 95% 0.6-4.17) y Sinusitis (IC 95% 0.3-2.7),

cuyo valor fue superior a 1.

El resultado encontrado para este polimorfismo y la presencia de pdlipos (OR=0.39 1C95%

0.56-4.1) sugiere un efecto protector.

Finalmente, al analizar los alelos del polimorfismo 164 no se encontrd ningun valor de p
menor a 0.05 (Tabla 14). En cuanto a los valores de OR se encontro valores superiores a 1

para Sinusitis (IC 95% 0.2-6.7) y Compromiso Pulmonar (IC 95% 0.2-18)

Adicionalmente, y dado que el posible efecto modificador del Receptor Beta 2
Adrenérgico estd dado por el genotipo de los alelos polimdrficos (Busher et al, 2002), se
realizé el mismo andlisis antes mencionado comparando los genotipos de cada
polimorfismo con respecto al fenotipo de los pacientes. Los resultados de éste andlisis no
demostraron diferencias significativas en cuanto a la distribucién de los genotipos
respecto a cada variable clinica, exceptuando la comparacién del nimero de individuos
con Fibrosis Quistica que habian desarrollado Pdlipos nasales y los que no, con respecto al

genotipo del polimorfismo p.Q27E (p=0.0099).

Ademads de obtener este resultado se encontré que es 17.6 veces mas probable que los
pacientes afectados por Fibrosis Quistica homocigotos para Glutamato en la posicion 27

desarrollen Pdélipos nasales (IC 95% 1.28-272), en comparacién de los pacientes con el
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genotipo heterocigoto T/l que tienen una probabilidad 2.6 veces mayor que los que tienen

otro genotipo (IC 95% 0.3-43).

Con respecto a desarrollo de Bronquiectasias se determind que lo pacientes con genotipo
heterocigoto T/l podrian tener un riesgo 3.1 veces mayor de producirlas en comparacién

de aquellos homocigotos T/T o I/1 (IC 95% 0.3-53).

Respecto a éste polimorfismo se encontré que también puede estar involucrado en el
proceso de Colonizacidén por Pseudomona aeruginosa y Staphylococcus aureus, elevando
el riesgo de los pacientes afectados por Fibrosis Quistica a 2.2 (IC 95% 0.27-39), y 2.6 (IC
95% 0.3-43), veces mas cuando éstos son homocigotos 1164l. Este genotipo también estd

implicado en el desarrollo de Sinusitis (OR=3.13, IC 95% 0.3-3.1).

Asi mismo, se realizé el analisis estadistico para evaluar la distribucién y asociacién de los

haplotipos con las variables clinicas de los pacientes con Fibrosis Quistica.

Los resultados demostraron diferencias significativas en la distribucién de los diferentes
haplotipos exclusivamente en los pacientes con y sin Pdélipos nasales (p=0.0386). Dentro
de este grupo de personas se encontrd un OR sugestivo de asociacién con el haplotipo

R16E27T164 (OR=7.66, IC 95% 1.04-71).
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Igualmente, en el grupo de pacientes con Bronquiectasias se encontré que es tres veces

mas probable el desarrollo de ésta condicién al tener los G16 Q27 T164 y G16 E27 1164.

En las demas variables clinicas no se encontraron valores estadisticos que indiquen alguna

asociacion.

6.4.2 Alelos Polimérficos, Genotipos y Haplotipos vs. Fibrosis Quistica Clasica y No
Clasica. Los pacientes con Fibrosis Quistica fueron clasificados segun el tipo de Fibrosis
Quistica que tenian bajo los argumentos clinicos registrados en la historia médica;
aquellos pacientes que tuvieran Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica, Electrolitos
en Sudor aumentados e Insuficiencia Pancredtica Exocrina fueron incluidos en el grupo de
pacientes con Fibrosis Quistica Cldsica, el resto pertenecia al grupo de Fibrosis Quistica No

Clasica.

En el primer grupo se encontraron 46 pacientes (66%), en el segundo grupo se
encontraron 7 (10%) y el resto de pacientes no se incluyeron en ésta fenotipificacion

puesto que no se contaba con la historia clinica completa que aclarara la triada cl3sica.

El analisis del ji-cuadrado para los alelos polimérficos buscaba ver si la distribucion alélica
era similar entre el grupo de los pacientes con Fibrosis Quistica Clasica y No Clasica. Este
calculo permitid ver que la Unica diferencia estadisticamente significativa que existe con

respecto a estos dos grupos se da con respecto al polimorfismo 164, en el cual se obtuvo
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un p igual a 0.0054, encontrando que el 90% de los pacientes con Fibrosis Quistica Clasica
tiene el alelo Treonina, mientras en el grupo de los pacientes con Fibrosis Quistica No

clasica fue el 100%.

Adicionalmente, se encontré que la frecuencia del alelo Glutamina en pacientes con
Fibrosis Quistica No Clasica es 2.86 veces mayor que en pacientes con Fibrosis Quistica

Clasica, aunque no se alcanza la significancia (1C95% 0.02-1.75).

Respecto a los genotipos se comprobd la hipdtesis nula referente a que la distribucién
genotipica entre los dos grupos de pacientes era igual (no habian diferencias
estadisticamente significativas) para los tres polimorfismos, puesto que en ningln caso se

encontré un valor de p significativo (p>0.05).

La distribucion de los haplotipos se analizé entre los dos grupos, encontrando que ésta no

representaba ninguna diferencia en particular.

6.4.3 Alelos Polimoérficos, Genotipos y Haplotipos vs. Mutaciones en CFTR. Los
pacientes con Fibrosis Quistica han demostrado gran variabilidad fenotipica a pesar de
tener el mismo genotipo, lo cual ha sido ampliamente observado en aquellos pacientes
homocigotos para la mutacidn p.F508del. Estos pacientes pueden tener un grado
diferente de expresion de la proteina CFTR lo que hace que sea muy heterogénea su

presentacidn clinica.
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Dado que se esta evaluando la asociacion de dos proteinas interactuando, el Receptor
Beta 2 Adrenérgico y el Canal CFTR, se quiso determinar si existe alguna asociacién entre
los pacientes con Fibrosis Quistica Homocigotos para la mutaciéon p.F508del y los
heterocigotos portadores de ésta mutacidn respecto a los alelos polimérficos, genotipos y
haplotipos del Receptor Beta 2 Adrenérgico; es decir si estos dos locus estdn en

desequilibrio de ligamiento sin ligamiento.

Dentro del grupo de pacientes con Fibrosis Quistica se encontraron diversos genotipos
respecto a las mutaciones en el gen CFTR, incluyendo las mutaciones p.F508del, G542X,
N1303K, W1282X, S549N, 621+1G->T, R334W, R1162X, 1811+1.6KbA>G, 3120+1G>A y
S549R. De éste grupo 38.6% eran homocigotos para la mutacién p.F508del, el 41.4% eran
heterocigotos que incluian ésta mutacion, y el resto eran pacientes con otros genotipos

gue no involucraban ésta mutacion.

Asi, se dividieron los pacientes entre homocigotos para p.F508del, heterocigotos con esta
mutacién, y otros genotipos, y se compararon con los alelos, genotipos y haplotipos
encontrados para el Receptor Beta 2 Adrenérgico, encontrando que no existe ningun tipo

de asociacion entre estos dos loci (p>0.05).

90



7 DISCUSION

Los genes modificadores han sido uno de los puntos mas analizados para dar explicacion a

enfermedades hereditarias cuya presentacién es heterogénea y compleja.

La Fibrosis Quistica, enfermedad caracterizada dentro de las patologias mendelianas
heredadas de manera autosdmica recesiva, ha demostrado que la simplicidad de este tipo
de herencia no es tan clara y que el estado pulmonar de un paciente afectado por ésta
enfermedad no depende exclusivamente de las mutaciones que presente en el gen CFTR.
Es por esto que se ha recurrido a proponer diferentes genes que por su localizacién o

funcién podrian intervenir en la presentacion clinica de dichas personas.

Dentro de estos genes se ha estudiado el gen del Receptor Beta 2 Adrenérgico, cuya
ubicacién yace principalmente en los bronquios, vasos sanguineos, higado, tracto

gastrointestinal y musculo esquelético y cuya activacion permite la broncodilatacién.

Diversos estudios se han realizado para establecer la posible relacidn entre los
polimorfismos de este receptor y enfermedades con compromiso pulmonar como Asmay
Fibrosis Quistica. Por ejemplo, Ligget y colaboradores realizaron estudios in vitro
demostrando que polimorfismos de este receptor pueden ser responsables de la

diferente respuesta a tratamiento dependiendo del genotipo; ademas, sus estudios caso-
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control demostraron que no existe asociacidn entre asma y polimorfismos del gen del
Receptor Beta 2 Adrenérgico pero si con la severidad de la enfermedad y las condicion del
paciente evaluado a través de pruebas funcionales como PEFV, FEV1, FVC, etc (Ligget,

1997).

En el estudio caso-control publicado por Busher y colaboradores en el afio 2002 se
propone el gen ADRB como modificador de la Fibrosis Quistica, encontrando una mayor
frecuencia del alelo R16 en los pacientes afectados por Fibrosis Quistica. Ademads se
reportd una asociacion entre el alelo G16 y un peor curso de la enfermedad y mayor

compromiso pulmonar (valores inferiores de FEV1) (Busher et al, 2002).

En estudios adicionales realizados por Steagall y colaboradores se observé una mayor
frecuencia de los alelos polimérficos G16 y E27 en los pacientes que en los controles, y
que ademas el haplotipo G16/E27 parecia tener implicaciones en cuanto a la respuesta al

tratamiento de los pacientes mejorando su estado pulmonar (Steagall et al, 2007).

Estos resultados marcaron la pauta para querer determinar si en pacientes colombianos

afectados por Fibrosis Quistica hay asociacién de los polimorfismos de ADBR2 con la

enfermedad y su severidad.
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e GENETICA DE POBLACIONES: DISTRIBUCION DE LOS POLIMORFISMOS p.R16G,

p.Q27E Y p.T1641 DEL RECEPTOR BETA 2 ADRENERGICO

En el presente estudio se logré determinar las frecuencias alélicas, genotipicas vy
haplotipicas de tres polimorfismos del gen ADRB2 (p.R16G, p.Q27E y p.T164l) en una
poblacidon control sana para Fibrosis Quistica y un grupo de pacientes colombianos

afectados por Fibrosis Quistica.

La determinacién de los genotipos para las dos poblaciones analizadas se realizd por
conteo directo, y se verificd6 mediante el andlisis de diferenciacién genotipica entre
poblaciones en GenePop v. 3.4. Adicionalmente, se pudo determinar mediante la prueba
de equilibrio de Hardy Weinberg que la poblacidn estaba en equilibrio, es decir que el
numero de individuos observado para cada genotipo no era significativamente diferente al

numero de individuos esperado.

Las frecuencias genotipicas encontradas para el polimorfismo p.R16G permitieron
determinar que es mas frecuente el genotipo heterocigoto R/G en las dos poblaciones
estudiadas representando el 60% en la poblacién de pacientes y el 49% en los controles,
seguidas del genotipo homocigoto G/G el cual se encontré en el 34% de la poblacién de
controles y en un 23% de los pacientes con Fibrosis Quistica. Por lo tanto, el genotipo
homocigoto R/R fue el menos frecuente encontrandose en el 17% de los dos grupos

estudiados. Dada la similar distribucion genotipica para este polimorfismo no se
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encontraron diferencias significativas entre los dos grupos, permitiendo concluir que no
existe una asociacion entre un genotipo particular para este locus del Receptor Beta 2

Adrenérgico y los pacientes con FQ (p>0.05)(Fig. 5).

El analisis estadistico realizado para comparar estos resultados frente a los obtenidos
previamente en otras poblaciones control permitié determinar que no existen diferencias
significativas en la distribucién genotipica de este polimorfismo, observando la misma
distribucidon de genotipos respecto a sus frecuencias (R/G>G/G>R/R).Sin embargo, en los

pacientes afectados por FQ, los resultados son diferentes.

El estudio realizado por Busher y cols. encontré que el genotipo mas frecuente después
del heterocigoto R/G el cual representaba el 48% de la poblacion de afectados, era el
genotipo R/R, el cual se encontraba en el 37% de los pacientes. El genotipo G/G se hallaba,

por defecto, en el 15% de ellos (Fig. 8).

A partir de estos resultados se hace obvia la diferencia hallada entre sus pacientes y los
analizados en el presente estudio (p<0.05), dado que la frecuencia del genotipo
homocigoto R/R en nuestra poblacién de afectados es la mitad de la encontrada en la

poblacidn analizada por Busher (Busher et al, 2002).

La frecuencia del genotipo R/R en ésa poblacién la explican bajo el argumento de que el

alelo G16 esta asociado a fenotipos mas severos de FQ y por ende a muerte temprana, lo
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cual disminuye su frecuencia en esta poblacién de pacientes cuya edad promedio es de 13
afos. Sin embargo, los resultados encontrados por Steagall y cols. quienes estudiaron
pacientes con edad promedio de 30 afios no concuerdan con esta presuncién (Steagall et

al, 2007).

El estudio realizado por Steagall determind que los genotipos mas comunes en los
pacientes con Fibrosis Quistica eran en su orden G/G (47.7%) > R/G (44.5%)> R/R (7.7%),
lo cual le permitiéd concluir que el alelo G16 podria estar influenciando la funcién

pulmonar de los pacientes (Steagall et al, 2007).

Es importante sefialar que estos dos trabajos han estudiado pacientes y poblacién control
caucasica, lo cual elimina la posibilidad de atribuir la diferencia de sus resultados al origen
étnico de las poblaciones, al cual se han atribuido las divergencias halladas en grupos
poblacionales estudiados para polimorfismos del Receptor Beta 2 Adrenérgico( Drysdale

et al, 2000).

Estos resultados opuestos sefialan que puede haber un sesgo en el estudio que no
permite tener resultados unificados, como por el hecho de no tener en cuenta la
composicion genotipica en el gen CFTR de los pacientes, tener pacientes en diferentes
condiciones de tratamiento y de un centro de atencidn que evita ver la amplia
heterogeneidad genética que hay en el gen ADRB2. La otra posibilidad es que existan

otros factores implicados en el curso de la enfermedad pulmonar asociada a la Fibrosis
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Quistica, que no aseguran una relaciéon directa entre el genotipo del polimorfismo p.R16G

y el curso de la enfermedad.

Los resultados de Steagall y cols. versus los hallados en el presente estudio revelan
diferencias estadisticamente significativas (p= 0.001), debidas principalmente a la
frecuencia del genotipo homocigoto G/G encontrada en esa poblacidn, la cual se encontré

tres veces mas que en la poblacién de pacientes colombianos (Fig. 8).

Buscher et al

m Steagall et al.

N Presente estudio

CONTROLES

Figura 8. Porcentajes hallados para los genotipos del polimorfismo p.R16G en tres poblaciones analizadas (Busher et al, 2002,

Steagall et al, 2007).

Las diferencias encontradas entre el presente estudio y los otros trabajos publicados con
anterioridad pueden deberse a sesgos de seleccion inherentes de cada estudio,
estratificacion poblacional, al nimero de pacientes analizados en otros estudios el cual

supera en casi el doble el nimero de pacientes de ésta investigacion aumentando la
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probabilidad de encontrar otros genotipos o a ligamiento de mutaciones en CFTR y
polimorfismos del receptor Beta 2 Adrenérgico (lo cual se discutira en breve).

Estos resultados son comparables con los estudios de Buscher y cols. (Busher et al, 2002) y
Steagall y cols. ( Steagall et al, 2007), quienes buscaban determinar si los polimorfismos
del receptor Beta 2 Adrenérgico contribuyen al estado de enfermedad y curso de Ila

Fibrosis Quistica, incluyendo al polimorfismo p.Q27E.

El andlisis estadistico de los resultados obtenidos para los controles, solo se puede realizar
comparando con los datos de Steagall, dado que los datos de Busher no son explicitos en

éste caso.

Steagall y cols. (Steagall et al, 2007) encontraron que el 90% de su poblaciéon control
estaba compuesta la mitad del genotipo Q/Q y la otra mitad genotipo Q/E, y solo el 10%
tenia el genotipo E/E. Estos resultados son estadisticamente diferentes de los encontrados
en este estudio (p= 0.0127), dado principalmente por la diferencia en la distribucion del
genotipo Q/Q, que en nuestra poblacién se encontréo en el 62% de las personas
estudiadas, mientras en el estudio de Steagall se encontré en el 45%, sobrellevando la

diferencia con el aumento de la frecuencia del genotipo Q/E.

Steagall y cols. tenian en total 130 controles, que en comparacién con la poblacién

analizada en este estudio no sugiere algun sesgo de seleccion. Estas diferencias pueden
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deberse a caracteristicas poblacionales inherentes, con predominio del alelo Q en nuestra

poblacion.

En los pacientes analizados en el estudio de Busher y cols. (Busher et al, 2002) y en el de
Steagall y cols. (Steagall et al, 2007) se encontré que aproximadamente el 48% de ellos
eran genotipicamente Q/E, seguido de Q/Q (37%) y Q/E (15%) en la poblacion de
pacientes analizada por Busher y cols, mientras que para los individuos analizados por

Steagall y cols., fue mas frecuente el genotipo E/E (29%) y finalmente Q/Q (23%).

El analisis estadistico realizado para comparar los resultados de estos dos estudios previos
y el presente permitié determinar que existen diferencias significativas en la distribucidon
de genotipos del polimorfismo p.Q27E entre pacientes de las diferentes poblaciones

(p<0.05).

Dado que los genotipos y sus frecuencias son la consecuencia de las combinaciones de los
alelos presentes en una poblacidn, los resultados de éste estudio demuestran la
prevalencia del alelo Q en los pacientes colombianos, la cual es muy superior a la
frecuencia del alelo E, caso contrario a los estudios realizados previamente en poblacion

caucdsica que muestran que las frecuencias de los dos alelos son semejantes.
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El polimorfismo p.T164l no ha sido estudiado ampliamente como los otros dos dada su
baja distribucion alélica en las diferentes poblaciones, sin embargo, su importancia
funcional demostrada in vitro e in vivo lo hace relevante para el estudio del Receptor Beta

2 Adrenérgico como modificador de la Fibrosis Quistica (Ligget, 1997).

En el andlisis del polimorfismo p.T164l se encontré que el genotipo T/T es el mas
frecuente en las dos poblaciones analizadas, lo cual se suponia dada la baja frecuencia
reportada para el alelo 1164 en previos estudios (Ligget et al, 1997, Busher et al, 2002,
Steagall et al, 2007). Ademas, el andlisis estadistico mediante la prueba de ji-cuadrado

demostré que no existen diferencias estadisticamente significativas entre los dos grupos.

Buscher y cols., reportaron una frecuencia de 0.96 para el genotipo T/T en los pacientes,
mientras que en nuestra poblacion su frecuencia fue de 0.89. Esto indirectamente significa
gue hay un aumento de la frecuencia del alelo 1164 en nuestra poblacién, dado por el
evento de haber encontrado un individuo homocigoto I/l entre los 70 analizados. Este

genotipo no ha sido hallado en ninguna poblacién estudiada hasta ahora.

La frecuencia de éste genotipo estimado matematicamente bajo la frecuencia hallada del

alelo 1164 en los pacientes de Busher y cols. es de 0.0004, en nuestra poblacién fue de 0.1.

Estas diferencias fueron diferentes estadisticamente (p= 0.031).
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Adicionalmente, y dado que no se ha reportado anteriormente la existencia de un
individuo homocigoto p.1164l, y a pesar de haber verificado molecularmente este
genotipo por duplicado, se recomienda la secuenciacién de dicha muestra para terminar

de confirmar estas conclusiones.

Respecto a las frecuencias alélicas encontradas en este estudio para los tres
polimorfismos se determind que habia prevalencia de los alelos G16, Q27 y T164 en las

dos poblaciones analizadas.

Las frecuencias de los alelos R16 y G16 encontradas en la poblacién control no fueron
estadisticamente diferentes a las encontradas en otras poblaciones. Sin embargo, en los
pacientes se encontré que habia diferencias significativas en la frecuencia de estos
polimorfismos respecto a lo publicado por Steagall y cols, quienes tenian una frecuencia

tres veces mayor del alelo G16 en los pacientes.

En ese trabajo se realizd un estudio caso-control pareado con 130 individuos de cada
muestra poblacional cuyos resultados han demostrado diferencias con los otros trabajos

publicados.

En previos reportes se ha concluido que hay diferencias en la frecuencia de los alelos
polimérficos para el Receptor Beta 2 Adrenérgico segun el origen ético (Drysdale et al,

2000). A pesar que en la investigacion de Steagall y cols. se hayan analizado pacientes de
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origen caucasico y en la presente investigacion se estudien pacientes étnicamente
mezclados, al no encontrar diferencias entre las frecuencias de los controles de este
estudio y los demas, sugiere que esta no es causa de la diferencia hallada entre estas dos
investigaciones, a menos que los polimorfismos del receptor Beta 2 Adrenérgico estén en

desequilibrio de ligamiento con mutaciones en CFTR.

Es de resaltar que las observaciones de Steagall y cols. van en contravia comparando con
lo reportado por Busher y cols., quienes concluyen que el alelo G16 esta asociado con el
curso y severidad de la enfermedad pulmonar en los pacientes con Fibrosis Quistica, y que
el hecho de encontrar aumentada la frecuencia del alelo R16 en su poblacién de pacientes
se debe a la mortalidad temprana de los pacientes G16G. Sin embargo, Steagall estudia
pacientes con promedio de edad de 30 afios, mientras Busher tiene pacientes alrededor
de 13 afos. Estos resultados sugieren que existe un sesgo de seleccidon de muestra, y que
debia ampliarse o bien el nimero de pacientes y de controles o aumentar la relacién de

controles: pacientes.

En el presente estudio se analizaron 70 pacientes: 192 controles alcanzando un poder de
83%. Estos dos grupos fueron obtenidos del mismo centro asistencial. Los pacientes cuyo
ADN pertenece al banco de ADN de la Universidad del Rosario pertenecen a diferentes

regiones del pais y representan gran variabilidad genética en el gen CFTR.
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Por lo tanto, con lo encontrado para el polimorfismo 16 en nuestra poblaciéon se puede
afirmar que no existe relacién entre los alelos del polimorfismo 16 y la Fibrosis Quistica, y
gue al contrario de lo reportado para otras poblaciones se encuentra con mas frecuencia
el alelo G16. En cierta forma esto es de esperarse, ya que no existe una relaciéon causal
entre polimorfismos del Receptor Beta Dos Adrenérgico y la Fibrosis Quistica, sin embargo

esto no descarta que no funcione como modificador de la enfermedad.

Respecto al polimorfismo Q27E se encontré mayor frecuencia del alelo silvestre en las dos
poblaciones sin encontrar diferencias significativas entre ellas. La comparacién estadistica
de los datos obtenidos por estudios previos respecto a este trabajo permitidé determinar
gue las frecuencias en las poblaciones no afectadas por Fibrosis Quistica son similares y
gue la frecuencia de estos alelos en la poblacién de pacientes fue semejante a la publicada
por Busher y cols (Busher et al, 2002). No obstante, la frecuencia reportada por Steagall y
cols. si fue significativamente diferente a la reportada en este estudio (p<0.05). Se puede
decir que esta diferencia se ha dado principalmente porque en dicha publicacién
encontraron mayor frecuencia del alelo E27 en los pacientes afectados contrario a lo que
encontraron en los controles cuyo alelo mas frecuente fue el silvestre. En nuestra
poblacion se encontré de dos a tres veces mas el alelo Q27 en ambas poblaciones. Esta
observacién ha sido compartida por otras publicaciones (Drysdale et al, 2000, Busher et al,

2002, Hart et al, 2005).
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Las razones por las cuales se puede haber dado esta diferencia pueden ser las mismas

anteriormente discutidas para el polimorfismo R16G.

En resumen, el polimorfismo 27 no se encontré asociado con la Fibrosis Quistica dado que
la frecuencia del alelo Q27 fue mayor a la del alelo E27 y similar en las dos poblaciones

analizadas.

El estudio del polimorfismo p.T164l se ha centrado hasta el momento es la relevancia que
tiene en cuanto a la respuesta al tratamiento de pacientes asmaticos. Exclusivamente,
Buscher y cols. determinaron la frecuencia alélica para este locus en poblacién sana y con
Fibrosis Quistica, encontrando que la frecuencia del alelo 1164 era inferior al 5%, tal como

lo habian descrito previas publicaciones (Reishaus et al, 1993, Busher et al, 2002).

En el presente estudio, el andlisis del esta variante permitié determinar que en las
poblaciones analizadas existe diferencia en la distribucion alélica de este locus, dada
principalmente por la frecuencia del alelo 1164, el cual es mds comun en la poblacién de
pacientes afectados por Fibrosis Quistica (0.06 vs 0.02), siendo superior a la reportada en
anteriores publicaciones para cualquier poblacidn analizada (Reishaus et al, 1993,

Johnson, 1998, Busher et al, 2002).

El aumento en la frecuencia de este alelo en la poblacion de afectados se debe

principalmente a la existencia del genotipo I/l en un paciente, lo cual aumenté en un 1% la
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frecuencia de este alelo respecto a las demas poblaciones que no han reportado ningun
individuo con este genotipo. Este resultado presupone una asociacion entre los pacientes
afectados con Fibrosis Quistica y el polimorfismo p.T164l (p= 0.02 OR=0.35) como agente

protector, sin embargo esta asociaciéon no se comprobd estadisticamente.

A pesar de las diferencias encontradas entre nuestras poblaciones, no se encontré
diferencia significativa frente a las frecuencias publicadas por Busher (p=0.228), sin
embargo, es posible que incrementando la muestra de pacientes colombianos se aumente
la frecuencia del polimorfismo y se marquen diferencias que pueden tener un origen

étnico particular o se normalice la frecuencia frente a las demas poblaciones.

A partir de los 2 alelos posibles en cada uno de los 3 locus analizados se pueden obtener 8
haplotipos: R16 Q27 T164, R16 E27 T164, G16 Q27 T164, G16 E27 T164, G16 Q27 1164,
G16 E27 1164, R16 Q27 1164 y R16 E27 1164; De estas posibilidades, y determinando por
medio del programa Arlequin v. 3.1 los haplotipos mds probables de acuerdo a la
informacidn genotipica de cada individuo, se encontrd que en la poblacién control existen
5 de los 8 haplotipos posibles en los cuales el mas frecuente estaba compuesto de los tres
alelos “silvestres™ y el menos frecuente el conformado por los alelos polimérficos. En esta

poblacién no se encontraron los haplotipos G16 E27 1164, R16 Q27 1164 y R16 E27 1164.
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El haplotipo G16 E27 1164 no fue hallado en la poblacién dado que no se encontré ningin
individuo homocigoto G/G y E/E como se ha reportado anteriormente (Busher et al, 2002),
dado por desequilibrio de ligamiento en estos loci y demostrado por el andlisis realizado
en Genepop que sugiere que los genotipos sobre el locus p.R16G no son independientes
de los genotipos sobre el locus p.Q27E en esta poblacidén. Adicionalmente, los individuos
heterocigotos que tenian en el locus p.T164l el alelo 1164, tuvieron el haplotipo G16 Q27

1164 como el mas probable.

El haplotipo R16 Q27 1164 podria haberse presentando en los dos individuos
heterocigotos hallados para los loci p.R16G y p.T164l, sin embargo, la probabilidad de los

haplotipos conformados por R16 Q27 T164 y G16 Q27 T164 fue mayor.

El haplotipo R16 E27 1164 no se hallé en la poblacidn ya que no se encontrd ningun
individuo con el alelo E27 y el alelo 1164, lo cual podria significar un desequilibrio de
ligamiento entre estos dos loci. Esta hipdtesis no se ha validado de manera estadistica (p

=0.8) y es refutable al considerar los resultados de los pacientes.

En los pacientes afectados por Fibrosis Quistica se encontraron seis de los haplotipos
posibles, que de mas frecuente a menos frecuente son: G16 Q27 T164, R16 Q27 T164, G16
E27 T164, R16 E27 T164, R16 Q27 1164y G16 E27 1164 (Tabla 13); De estos haplotipos los

dos ultimos no fueron encontrados en los controles, lo cual sugiere una asociacién entre
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estos haplotipos y la enfermedad demostrada en la prueba de ji-cuadrado y el test exacto

de Fisher (p = 0.0183).

En analisis estadistico demuestra que es 12 veces mas probable encontrar el haplotipo
G16 E27 1164 en un paciente con FQ que en una persona sana, al igual que casi dieciséis
veces encontrar el haplotipo R16 Q27 1164. Este hallazgo es reportado por primera vez
para los pacientes con Fibrosis Quistica puesto que no se ha analizado previamente los
haplotipos de los polimorfismos del gen ADRB2 en ésta poblacién, sin embargo este
estudio si se ha realizado en pacientes asmaticos, encontrando mayor prevalencia del
haplotipo G16 Q27 en pacientes con asma mas severa, insinuando que estas variantes

pueden estar asociadas al estado y severidad de la enfermedad pulmonar.

En el caso de los pacientes con FQ (como se discute a continuacidén) se encontraron
valores de OR altos pero no significativos respecto a este haplotipo y el desarrollo de

bronquiectasias y Fibrosis Quistica Clasica.

En este estudio se evidencia la asociacién por lo tanto es muy importante tener en cuenta
estas variantes en conjunto, que aparte de estar involucradas con mayores grados de

severidad se han asociado con la respuesta al tratamiento.

A estas diferencias se suma el hecho de no encontrar en los pacientes el haplotipo G16

Q27 1164 hallado en los controles. Este haplotipo si se hubiera podido encontrar en esta
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poblacién dado que se contaba con pacientes R/R Q/Q T/I, G/G Q/E T/I, R/G Q/E T/l y R/G
Q/E I/1. Sin embargo, el hecho de encontrar como mas probable otro haplotipo puede ser
explicado por que es mas posible encontrar los haplotipos que involucren menos cambios
a partir de los alelos normales, es decir, es mas factible pensar en encontrar haplotipos
formados por los alelos R16 Q27 T164 y su homologo igual o con un solo cambio de un

alelo, que haplotipos con mas de un cambio en cada cromosoma.

De estos resultados se puede concluir que existen diferencias significativas entre los
haplotipos encontrados en los pacientes y los controles, con asociacién de los haplotipos

G16 E27 1164 y R16 Q27 1164 y la Fibrosis Quistica.

e CORRELACION POLIMORFISMOS DEL RECEPTOR BETA 2 ADRENERGICO Y FENOTIPO

DE LOS PACIENTES CON FIBROSIS QUISTICA

El receptor Beta 2 Adrenérgico ha sido estudiado como modificador de la enfermedad
pulmonar de los pacientes con Fibrosis Quistica. Los polimorfismos mds comunes de su
gen, p.R16G, p.Q27E y p.T164l han sido asociados directamente con la respuesta a
tratamiento y el curso y severidad de le enfermedad pulmonar (Ligget, 1997, Busher et al,

2002, Drumm et al, 2005, Steagall et al, 2007).

En el presente estudio, hasta el momento, se ha determinado que de los tres

polimorfismos estudiados el alelo 1164 esta asociado con la Fibrosis Quistica. Sin embargo,
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para evaluar la relacién entre los pacientes con Fibrosis Quistica y estas variantes génicas,
se hizo necesario tener variables clinicas cualitativas que se pudieran relacionar con el

curso de la enfermedad pulmonar presente en los pacientes.

El andlisis de las variables clinicas demostré que aquellos pacientes con el genotipo E/E
tiene 18 veces mas posibilidades de desarrollar pélipos nasales de aquellos que tienen
otro genotipo en esta posicidon, demostrando asociacidn estadisticamente significativa. Sin
embargo, a pesar de que en el analisis de las variables clinicas se encontré que existe el
doble de probabilidad de que aquellos pacientes con Fibrosis Quistica que tienen el
genotipo homocigoto E/E desarrollen la Colonizacién por P. aeruginosa estos datos no se
consideran estadisticamente significativos. Esto pudo ser dado por el nimero de pacientes
dentro de cada categoria clinica lo que hace que exista una alta posibilidad de que no se
esté representando a la poblacién afectada en un amplio rango, y por lo cual no se hace

posible asegurar esta asociacion.

Al analizar las asociaciones halladas para los haplotipos R16 Q27 T164 y G16 E27 1164 con
el desarrollo de pdlipos, y del haplotipo G16 Q27 T164 con el desarrollo de
bronquiectasias, se presenta el mismo fendmeno que en el caso anterior , los valores del

OR eran altos pero no significativos.

Los pacientes con Fibrosis Quistica fueron entonces subdivididos entre aquellos con la

triada clasica de la FQ y aquellos que no tenian FQ cldsica para determinar si existia alguna
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asociacidn alélica, genotipica o haplotipica y esta condicién. Los resultados mostraron que
es significativamente mayor la frecuencia del alelo 1164 en los pacientes con Fibrosis
Quistica clasica que en los pacientes con Fibrosis Quistica No Clasica (p=0.0054). Si se
tiene en cuenta que la distincidn entre los pacientes con FQ cldsica y no cldsica se realizd
bajo el parametro de tener o no la triada clasica de la enfermedad y que todos los
pacientes considerados acd como con FQ cldsica tienen compromiso pulmonar, se puede
sugerir que este alelo esta involucrado directamente con el grado de afeccion de la via
respiratoria de los pacientes, lo cual debe ser confirmado con pruebas de funcién
pulmonar y otros examenes paraclinicos. Adicionalmente, como se ha reportado
previamente, se ha relacionado este polimorfismo con menor grado de respuesta a
broncodilatadores, lo cual es de gran importancia en el manejo de estos pacientes y

deberia tenerse en cuenta para mirar otras vias de tratamiento (Ligget, 1997).

Este alelo no ha sido estudiado con anterioridad en estudios caso control, debido a la baja
frecuencia de éste en la poblacidn. Sin embargo, ésta premisa no ocurrié en la poblacion

colombiana cuya frecuencia fue superior al 1% reportada previamente.

Hasta donde llega la investigacion previa a este estudio se puede afirmar que éste el

primer reporte que llega a esta conclusion.

Adicionalmente, en este grupo de pacientes se encontrd que es 2.4 veces mas probable

encontrar el haplotipo G16 Q27 T164 en los pacientes con Fibrosis Quistica clasica que en
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los pacientes con Fibrosis Quistica clasica, sin embargo, este valor no alcanzé la
significancia estadistica requerida, y merece evaluarlo en una poblacién mayor de

pacientes.

Es importante tener en cuenta que estos pacientes con este haplotipo han sido
encontrados con mayor frecuencia entre el grupo de pacientes colombianos, y que este
haplotipo precisamente ha sido vinculado con una mayor respuesta a tratamiento dado
un posible efecto protector del alelo Q27 y el menor grado de desensibilizacidon del alelo

G16, caracteristicas atribuidas en estudios previos (Steagall et al, 2007).

e ANALISIS DE LOCI GEN ADRB2 Y GEN CFTR: DESEQUILIBRIO DE LIGAMIENTO

En anteriores publicaciones se habia descrito la posibilidad de tener dos loci del gen
ADRB2 en desequilibrio de ligamiento, ya que no se ha encontrado individuos
homocigotos R/R y E/E (Busher et al, 2002). Con este antecedente se intento probar esta
hipdtesis mediante el andlisis de desequilibrio de ligamiento del programa Genepop v.3.4.
Este analisis se realizo para cada poblacidn y los diferentes loci, encontrando que existe
desequilibrio de ligamiento entre el locus p.R16G y p.Q27E en los controles. Este resultado
se comprobd al detalle al no encontrar ningun individuo con los genotipos R/R y E/E. Este
resultado siguié el mismo comportamiento en los pacientes, sin embargo la muestra no

permitié determinar la diferencia estadistica esperada.
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Finalmente, se realiz6 el analisis estadistico mediante la prueba de Fisher para determinar
si existia alguna diferencia en la distribucidon alélica, genotipica o haplotipica de los
polimorfismos del receptor Beta 2 adrenérgico y el genotipo de los pacientes en el gen
CFTR, con el fin de evidenciar alguna asociacion de loci o desequilibrio de ligamiento sin
ligamiento, en dado caso que existiera. Los resultados no demostraron ninguna diferencia

significativa en cuanto a esta distribucién, por lo cual se rechazo esta hipétesis.
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8 CONCLUSIONES

Los pacientes afectados por Fibrosis Quistica y los controles no presentan
diferencias estadisticamente significativas en cuanto a la distribucidén genotipica
de los polimorfismos del receptor B2 Adrenérgico, siendo los genotipos R/G, Q/Q
y T/T los mas frecuentes en las dos poblaciones.

Los alelos G16, Q27 y T164 son los mas frecuentes en los pacientes afectados
por Fibrosis Quistica y los controles, sin embargo el analisis de la Ultima variante
demuestra diferencia estadistica en la distribucion del alelo 1164, el cual es mas
comun en la poblaciéon de pacientes afectados por Fibrosis Quistica sin alcanzar
asociacién (OR no significativo).

Los haplotipos G16 E27 1164 y R16 Q27 1164 alcanzaron un grado alto de
asociacioén con los pacientes con Fibrosis Quistica.

El genotipo E/E y el haplotipo R16 E27 T164 estan asociado con el desarrollo de
polipos en los pacientes con Fibrosis Quistica.

El haplotipo G16 Q27 T164 es el mas frecuente en la poblacién de pacientes
colombianos afectados por Fibrosis Quistica, y puede ser util en el manejo de
tratamiento individualizado de la enfermedad pulmonar obstructiva crénica
mediante broncodilatadores individualizando su manejo.

Los resultados obtenidos en este estudio difieren significativamente de los
reportados en otras publicaciones, especialmente para los pacientes con Fibrosis
Quistica, demostrando el grado de importancia en el origen étnico y la

estratificacion poblacional.
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Los loci p.R16G y p.Q27E del Receptor B2 adrenérgico se encuentran en
desequilibrio de ligamiento.
En el presente estudio se reportan por primera vez los haplotipos asociados a los

pacientes con Fibrosis Quistica.
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9 RECOMENDACIONES

RECOMENDACIONES TECNICAS

La PCR Alelo especifica requiere de altas concentraciones de ADN con alto grado
de pureza, el manejo de componentes que permitan variabilidad y ensayos
multiples a diferentes concentraciones, especialmente variando concentracion de
Cloruro de Magnesio, ADN y primers. Adicionalmente requiere un alto grado de
precision, y para que los resultados sean repetibles deben manejarse y controlarse

la mayor cantidad de variables técnicas posibles (pipetas, termocicladores, etc)

Se recomienda empezar por escalera de Cloruro de Magnesio y Temperaturas,
Probar controles secuenciados a diferentes concentraciones de ADN y minimizar
errores de genotipificacion por exceso o defecto, y si es necesario, corregir la

concentracién de los primers.

RECOMENDACIONES PARA EL FUTURO

Repetir el estudio aumentado significativamente la muestra de pacientes
afectados para corrobar o descartar asociaciones y confirmar la predominancia de

los genotipos, alelos y haplotipos hallados en éste estudio.
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e Evaluar la condicién especifica de la via respiratoria de los pacientes mediante
pruebas de funcidén pulmonar y relacionarlas con la informacion genética del gen

ADRB2.

e Evaluar el grado de respuesta al tratamiento de los pacientes con el haplotipo G16

Q27 T164, y aquellos con haplotipos diferentes.
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ANEXO 1. CONSENTIMIENTO INFORMADO PACIENTES AFECTADOS

Identificaciéon de mutaciones y correlacion genotipo-fenotipo en pacientes colombianos

afectados por Fibrosis Quistica

La Fibrosis Quistica (FQ) es la enfermedad autosdmica recesiva mds frecuente en la
poblacidon caucasica y una de las mas comunes causas de muerte en la infancia. Los
afectados presentan gran variedad de sintomas que se atribuyen a anormalidades en los
epitelios de los sistemas respiratorios y gastro-intestinal, asi como una elevacion de los
electrolitos en sudor; ademas, casi todos los hombres con FQ son infértiles debido a la

ausencia bilateral de los vasos deferentes.

Las mutaciones responsables de la Fibrosis Quistica afectan el gen Regulador de la
Conductancia Transmembrana de Fibrosis Quistica (CFTR), que codifica un canal de Cloro
dependiente de AMP ciclico que esta localizado en la superficie apical de las células
epiteliales. El gen CFTR presenta gran heterogeneidad mutacional, con cerca de 1.000
mutaciones y/o polimorfismos, que tienen una distribucidn de frecuencia que varia segun
la zona geografica y que presentan distintos grados de afeccidn clinica. Estas variaciones
justifican la necesidad de realizar el analisis molecular en cada poblacion, para identificar

las mutaciones mads prevalentes y su frecuencia, junto con las que no son identificables

126



con los sistemas convencionales y aun las posibles mutaciones desconocidas que tienen

elevado valor cientifico.

La identificacién de las mutaciones conocidas y desconocidas causales de FQ servird para
realizar correlaciones genotipo-fenotipo y asi asesorar al paciente y los médicos tratantes
para obtener un tratamiento individualizado al padecimiento. La importancia del
diagndstico temprano, al inicio de las primeras manifestaciones clinicas, al nacimiento 6
incluso antes, cuando se ha confirmado que los padres son portadores, radica en la
iniciacion de una terapéutica temprana, en el subsecuente mejoramiento en la calidad y
esperanza de vida de los pacientes afectados, asi como en la realizacidon de una adecuada
asesoria genética a los padres portadores que les permita conocer el riesgo de recurrencia

de la enfermedad en sus futuros hijos.

OBJETIVOS:

= Caracterizar las mutaciones desconocidas del gen CFTR, no identificadas en
estudios previos, y describir posibles mutaciones nuevas causantes de FQ, en un
grupo de personas afectadas.

= Analizar los exones del gen CFTR que presentan las frecuencias mas altas de
mutacidn.

= Estimar la distribucién de las frecuencias para las diferentes mutaciones causantes
de Fibrosis Quistica en la poblacion analizada y compararlas con frecuencias

reportadas por otros estudios nacionales, latinoamericanos y al nivel mundial.
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Establecer una correlacién entre las mutaciones causantes de FQ con las
manifestaciones clinicas.

Determinar la edad promedio de diagndstico en la poblacién analizada.

Establecer la edad de inicio de los sintomas en los pacientes estudiados.

Establecer cudl es el conjunto de mutaciones mas prevalentes en las personas
colombianas afectadas con FQ.

Crear un banco de datos y de DNA como fuente de informacidon para futuras

investigaciones.

PROCEDIMIENTOS:

Realizacion de historia clinica completa

Examen fisico.

Se tomaran muestras de sangre total.

Se hara extraccidn de DNA por método fenol-cloroformo.

Las muestras seran sometidas al analisis de las mutaciones reportadas como las
mas frecuentes en Colombia realizando amplificacion por PCR con primers
especificos para la determinacién de la mutaciéon AF508 y 1811+1,6kb A->G
electroforesis en geles de poliacrilamida al 12%.

Se evaluaran otras mutaciones frecuentes de FQ por hibridizacién dot blot reversa
utilizando sondas de oligonucleétidos alelo-especificos (ASO) para mutaciones

conocidas en el gen CFTR.
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= Para las muestras que sean negativas en estos dos analisis, se realizara un
screening utilizando SSCP para determinar las muestras que tengan una mutacién

en el gen.

2. Cardcter del estudio de acuerdo a las normas cientificas para investigacion en salud.

Este estudio esta regido por las recomendaciones de la declaracién de Helsinski de la
Asociacion Médica Mundial 48 Asamblea general, Somerset West, Republica de
Sudafrica, Octubre de 1996, las cuales se refieren a la Investigacion Médica No

terapéutica.

De acuerdo a la Resolucion N° 008430 de 1993 del Ministerio de Salud este estudio es

considerado como de riesgo minimo.

ASPECTOS GENERALES

Este estudio garantiza que los resultados obtenidos seran confidenciales y solo se

entregaran al paciente o tutor legal.

Se autoriza el almacenamiento de las muestras, las cuales estaran disposicion de los

pacientes en caso de requerirlas y no seran comercializadas de ninguna forma. Luego del
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estudio se informaran a los pacientes y sus familiares los resultados mediante una

asesoria genética.

Todas las personas cuentan con absoluta libertad de retirarse del protocolo de este

trabajo cuando ellos lo consideren pertinente.

Declaro he leido y me han sido informados los propdsitos y objetivos del estudio, asi

como de las ventajas y de los riesgos minimos de este.

Paciente:

Representante legal:

FIRMA:

C.C.

Testigo:
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ANEXO 2. ASENTIMIENTO TELEFONICO PACIENTES AFECTADOS

Codigo del paciente:

3

COLEGIO MAYOR DE NUESTRA SENORA DEL ROSARIO

FACULTAD DE MEDICINA

INSTITUTO DE CIENCIAS

BASICAS LABORATORIO DE BIOLOGIA CELULAR Y MOLECULAR

CONSENTIMIENTO INFORMADO TELEFONICO

GUION

Anadlisis de polimorfismos del Gen del Receptor Beta 2 Adrenérgico en pacientes

colombianos afectados por Fibrosis Quistica.

Buenos dias/ tardes. Podria comunicarme con el Sr/Sra

(Representante del menor).

Mi nombre es Daissy Lorena Sanchez, estudiante de la Universidad del Rosario. Lo

estoy llamando porque quisiera contarle que la Unidad de Genética de la Universidad
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esta interesada en iniciar un estudio de investigacidn en el cual se va a analizar un gen
gue podria estar involucrado con el curso y severidad de la enfermedad en pacientes
con Fibrosis Quistica. Este estudio podria ayudar a entender un poco mas el
comportamiento variable de la enfermedad en las personas afectadas y también podria
ayudar a largo plazo a establecer terapias diferentes para cada paciente, mejorando su

condicion de vida.

Nosotros contamos con una muestra de ADN de su hijo/hermano/ (relacién con el

paciente) (Nombre del paciente), y quisiéramos

saber si usted nos da autorizacién y consentimiento para utilizar la muestra que

tenemos en este estudio. SI NO

Adicionalmente, queremos que sepa que este estudio no genera ningun beneficio
econdmico y tampoco ningun riesgo para usted, y que una vez tengamos el resultado del
estudio de este gen, se emitird un resultado para el nifio/a y se les explicara el resultado
en una consulta especial dirigida por el genetista de la Unidad de Genética de la

Universidad. Esta usted de acuerdo? Sl NO

Agradezco enormemente su atencidn, y estaré en contacto con usted para comentarle

lo concerniente al estudio.

PERSONA RESPONSABLE DEL CONSENTIMIENTO:

CC.

Tel.
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OBSERVACIONES
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ANEXO 3. CONSENTIMIENTO INFORMADO CONTROLES

23

COLEGIO MAYOR DE NUESTRA SENORA DEL ROSARIO

FACULTAD DE MEDICINA

INSTITUTO DE CIENCIAS

BASICAS LABORATORIO DE BIOLOGIA CELULAR Y MOLECULAR

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Anadlisis de polimorfismos del Gen del Receptor Beta 2 Adrenérgico en pacientes

colombianos afectados por Fibrosis Quistica.

Usted (o su pariente) esta invitado a participar en un estudio de investigacion propuesto por el instituto
de Ciencias Basicas laboratorio de Biologia Celular y Molecular de la Universidad del Rosario con la

participacion de:
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Heidi Mateus, Carlos Rodriguez y Lorena Sanchez

Es muy importante que usted lea y entienda ciertos puntos importantes en la realizacién de este

estudio:

(a)
(b)

(c)

(d)

(e)

La participacion en este estudio es totalmente voluntaria.

La naturaleza de esta investigacion, su propdsito, sus limitaciones, sus riesgos, sus
inconvenientes, incomodidades y cualquier informacion pertinente al resultado de este, le serd
explicada por el equipo de atencidn clinica

Si tiene algun interrogante sobre el estudio por favor no dude en manifestarlo a alguno de los
investigadores, quien con mucho gusto, le contestard sus preguntas

CONFIDENCIALIDAD: Los registros médicos de cada persona permaneceran archivados en el
Laboratorio de Biologia Celular y Molecular de la universidad del Rosario. Las historias médicas,
los resultados de exdmenes y la informacién que usted nos ha dado son de cardcter
absolutamente confidencial, de manera que, solamente usted y el equipo de atencidn clinica
tendrd acceso a estos datos. Por ninglin motivo se divulgard esta informacién sin su
consentimiento.

De acuerdo con lo establecido en la resolucion 008430 de 1993 (“Normas cientificas, técnicas y
administrativas para la investigacion en salud”), este estudio puede ser clasificado como una
“Investigacion con riesgo minimo”. Se cumplird con lo establecido por el Ministerio de
Proteccidn Social colombiano (antiguo Ministerio de Salud), la ley 84 de 1989 y la ley 2381 de

1993
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Cualquier informacién adicional usted puede obtenerla directamente con:

Heidi Mateus. Laboratorio de Biologia Celular y Molecular.

Instituto de Ciencias Basicas.

Facultad de Medicina.

Universidad del Rosario. Tel (57-1)3474570 (Ext 266)
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1 A. EXPLICACION DEL PROYECTO DE INVESTIGACION AL INDIVIDUO

OBIJETIVO:

Identificar ciertas variaciones en un gen conocido como receptor beta2 adrenérgico en pacientes con
Fibrosis Quistica y personas sanas, para determinar si existen diferencias que puedan relacionarlas con

la severidad de la enfermedad.

PROCEDIMIENTO:

Se realizard una entrevista clinica con usted y se tomara una muestra de aproximadamente 10cc de
sangre mediante puncién en vena. De la muestra de sangre se extraera el ADN y este sera desechado
una vez haya culminado el estudio. En caso de que sea necesario repetir los exdmenes, usted serd
notificado para tomar las muestras nuevamente. Estas muestras seran manejadas y analizadas

Unicamente por personas involucradas directamente en este proyecto.

RIESGOS E INCOMODIDADES La participacion en este estudio representa un riesgo minimo para su
salud e integridad y las molestias estaran representadas solo por la toma de muestra; algunas molestias
pueden ser: hematomas (morados), enrojecimiento y leve dolor en el lugar de donde se toma la

muestra, sin embargo, estas molestias pasaran rapidamente.

1.1 BENEFICIOS ADICIONALES:

Usted no obtendra ningun beneficio de la participacion en el estudio.

Este estudio nos ayudara a entender mejor porque se da la variacidn entre los diferentes pacientes con
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Fibrosis Quistica.

RESPONSABILIDAD DEL PACIENTE Y PRECAUCIONES

Al tomar parte de este estudio es importante que usted contemple las siguientes responsabilidades y

precauciones:

El riesgo existente en una toma de muestra de sangre en vena periférica es muy bajo y por lo tanto

no reviste riesgo en la salud del paciente.

MANEJO DE RESULTADOS

No se entregaran resultados a las personas sanas analizadas, estos son confidenciales y solo seran

conocidos por los investigadores

Los resultados generales del estudio se informaran en una conferencia a la cual se invitaran a todos los

participantes y a la comunidad en general.

AUTORIZACION PARA LA TOMA DE MUESTRAS E INCLUSION VOLUNTARIA EN EL ESTUDIO : Andlisis
de polimorfismos del Gen del Receptor Beta 2 Adrenérgico en pacientes colombianos afectados por

Fibrosis Quistica.
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Habiendo sido enterada(o) del objetivo del presente estudio, informada(o) de los riesgos minimos de la
toma de muestra y habiendo resuelto todas mis dudas acerca de la investigacién

Yo, con documento de identificacion numero:

de , acepto voluntariamente que se me tome una

muestra de sangre, con el fin de realizar el analisis de variaciones en el gen del receptor beta-2
adrenérgico. Asi mismo, declaro que se me ha explicado la presencia de los riesgos y el manejo que se

le dara al material de muestra.

Fecha:

Nombre

Firma

cc

Direccion

Teléfono
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Firma Firma

CC. CC.

Relacidon Con el Voluntario Relacion con el Voluntario

Testigo 1 Testigo 2

Investigador

Bogotd, D.C. Fecha.
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ANEXO 4. PROTOCOLO DE EXTRACCION DE ADN POR SALTING OUT

1. Colocar 2.5 mL de sangre anticoagulada con EDTA en un tubo Falcon de 15mL

2. Agregar 5mL de solucion de lisis para Eritrocitos

3. Incubar en hielo por 20 minutos

4. Centrifugar por 10 minutos 5.000 rpm

5. Descartar el sobrenadante, y resuspender el pellet de leucocitos con 3mL de lisis
para eritrocitos

6. Incubar 15 minutos en hielo

7. Centrifugar por 10 minutos 5000 rpm

8. Eliminar el sobrenandante

9. Lavar con 5mL de lisis para eritrocitos

10. Resuspender el botén con 750uL de lisis de glébulos blancos

11. Adicionar 15 pL SDS al 10% y 10 pL de Proteinasa K

12. Incubar a 56°C por 3 horas

13. Agregar 500uL de NaCl saturado (6M) agitar por 15 segundos

14. Centrifugar por 18 minutos a 5000rpm, transfiriendo el sobrenandante a otro

tubo para volverlo a centrifugar por 7 minutos

15. Transferir el sobrenandante a otro tubo y precipitar el DNA con dos volimenes de
etanol al 100%, con movimiento homogéneo.

16. Descartar el etanol, dejar el tubo abierto por 10 minutos
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17. Adicionar 300uL de TE 1X mezclar durante 15 minutos

18. Almacenar a -20°C
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ANEXO 5. PROTOCOLO DE EXTRACCION DE ADN POR PROBE

1. En un tubo falcon de 15ml poner 6ml de buffer de lisis de glébulos rojos y sobre
este adicionar con una pipeta de transferencia plastica 2ml de sangre total.
Mezclar muy bien hasta completa homogenizaciéon

2. Agitar fuertemente en una plataforma (shaker) durante 15 minutos a temperatura
ambiente

3. Centrifugar a 3000 rpm durante 8 minutos sin freno

4. Descartar el sobrenadante y conservar el pellet

5. Dar vortex vigorosamente al pellet en el liquido residual

6. Adicionar 2,5ml de buffer de lisis celular y mezclar cuidadosamente con chupa
plastica varias veces, hasta completa homogenizacién. Dejar al menos 30 minutos
a temperatura ambiente (se puede suspender el procedimiento incluso hasta el dia
siguiente, dejando los tubos a 4°C)

7. Adicionar 800uL de solucién precipitante de proteinas (sin mezclar)

8. Centrifugar a 4000rpm durante 20 minutos, sin freno (repetir este paso con
precaucion de conservar el sobrenadante y descartar el precipitado)

9. Verter el sobrenadante en un tubo Falcon de 15ml que contenga 2,4ml de
isopropanol frio, dejar en reposo al menos 5 minutos

10. Mezclar cuidadosamente por inversidn hasta precipitar el DNA
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11. Envolver el DNA e una pipeta pateur de vidrio y pasarlo rdpidamente por etanol
70% frio, dejar secar a temperatura ambiente por unos segundos y resuspender
finalmente en TE1X (50-250ul dependiendo de la cantidad de DNA recuperado)

12. Colocar en plataforma (shaker) a velocidad lenta, toda la noche a temperatura
ambiente para resuspender por completo el DNA

13. Almacenar a -20°C

144



ANEXO 6

GELES POLIMORFISMOS p.R16G, p.Q27E y p.T164I

Polimorfismo R16G. Electroforesis
Gel Agarosa 2%. Carril 1: Blanco.
Carril 2: Control R/G. Carril 3:
Marcador de Peso Molecular
1kb.Carril 4: Paciente R/R. Carril 5:
Control No 130 R/G. Carril 6:
Control No 142 G/G
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1 2 345 6 7 8 9 101112 13
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Polimorfismo Q27E. Electroforesis
Gel Agarosa 2%. Carril 1y2, 6y7, 11y
12 Controles sanos Q/Q. Carriles 3 y
4, 8 y 9: Controles sanos Q/E.
Control R/G. Carril 13: Control sano
E/E. Carril 5: Marcador de Peso
Molecular 1 kb.



Polimorfismo T164l. Electroforesis
Gel Agarosa 2%. Carril 1: Marcador
de Peso Molecular 1kb. Carriles 2y
3,4y 5: Pacientes No 4y 6 Genotipo
T/T. Carriles 6 y 7 Paciente No 11
T/1.
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