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RESUMEN

Objetivo: Identificar la mutacion AF508 en pacientes con ileo meconial.

Ambiente: En el Instituto de Investigaciones Genéticas de la Facultad de Medicina de la Universidad del
Zulia. Maracaibo.

Meétodos: Se estudiaron diez pacientes con ileo meconial. La deteccion de la mutacion AF508 se realizo
a partir de amplificacion por reaccion en cadena de la polimerasa de un segmento del gen de fibrosis
quistica de 98 pares de bases que contiene el codon que codifica a la fenilalanina en la posicion 508 y el
cual estd ausente en los que tienen la mutacion.

Resultados: Se detecto la mutacion AF508 en ambos alelos del gen de la fibrosis quistica en tres pacientes,
en un solo alelo en cinco y en dos no se identifico el alelo AF508 en su patron molecular.

Conclusion: El ileo meconial fue el marcador que sugirio el diagndstico de fibrosis quistica y permitio el
asesoramiento genético de las familias al confirmar la presencia de la mutacion AF508.
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SUMMARY

Objective: To perform AF508 mutation in patients with meconium ileus.

Setting: In the Genetic Research Institute of the Faculty of Medicine. University of Zulia. Maracaibo.
Methods: We studied 10 patients with meconium ileus. Detection of the mutation was performed from the
amplification of a 98 pair of bases cystic fibrosis gene segment which contains the codon that encodes
fenilalanine in the 508 position by polymerase chain reaction. This amplified product is absent in those
who have the mutation.

Results: The AF508 mutation was detected in both alleles of the cystic fibrosis gene in 3 patients, 5 were
heterozygous for this mutation and in two patients were undetectable.

Conclusion: Meconium ileus was the marker that suggested the diagnosis of cystic fibrosis and allowed
the genetic counseling in this family to confirm the presence of the AF508 mutation.
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INTRODUCCION

*Especialistas en Obstetricia y Ginecologia y en Disfuncién y
Cirugia Reconstructiva del Piso Pélvico. Universidad Central

de Venezuela. La fibrosis quistica (CF) es la enfermedad

**Especialista en Cirugia General y Ginecologia. Universidad au‘tosoml?a receswz} (AR) severa _ma_s fre(.:uente en
Central de Venezuela. Jefe de Departamento de Obstetricia y la poblacién caucdsica. Con una incidencia de uno
Ginecologia del Hospital Universitario de Caracas. en cada 2 000 — 3 500 recién nacidos (RN) vivos y
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una frecuencia de portador de uno en 25 (1).

La CF, se caracteriza por ser una enfermedad
generalizada de las gldndulas exocrinas y cursa
acompaiiada de un incremento de la viscosidad del
moco en distintos 6rganos, con sintomas de caracter
predominantemente gastrointestinal, pulmonar
obstructivo crénicoy genitourinario, manifestandose
en la piel por sudor con alto contenido en sal. Es una
enfermedad con variabilidad fenotipica (2).

El ileo meconial (MI), es el signo méas precoz y
severo en aproximadamente 10 % a 20 % de afectados
con CF en el periodo pre y posnatal inmediato (1),
en Venezuela se ha reportado en 10 % de pacientes
con CF (3). Se caracteriza por contenido intestinal
muy espeso, meconio de alta viscosidad causado por
escasez de enzimas pancredticas y deshidratacion,
de dificil propulsién y ocluye la luz causando una
obstruccion que empieza de manera tipica en el ileon
terminal. La impactacién de meconio se produce a
nivel de los tltimos 10 a 30 cm de ileon. El intestino
proximal a la obstruccion suele estar dilatado. El
intestino distal ala obstruccion es estrecho y contiene
meconio de color grisdceo que forma esferas a modo
de cuentas de rosario y existe microcolon por desuso,
con escaso meconio en su interior (1).

El MI puede conducir a un 4area localizada
de isquemia resultando en estenosis o atresia, la
hiperperistalsis puede conducir a un vélvulo, la
necrosis isquémica del vélvulo puede producir un
pseudoquiste, el cual puede finalmente formar una
atresia con calcificaciones (4).

El MI puede sospecharse in ttero por ecografia, a
partirdelasemana 18 de gestacion,atravésdel hallazgo
ultrasonogréafico de intestino hiperecogénico (5,6). Se
presenta al nacimiento, con distensién abdominal
progresiva, vomitos biliosos y falta o retardo en la
eliminacion de meconio. Laradiografia de abdomen
suele evidenciar asas intestinales dilatadas, con
areas de aire mezcladas con meconio deshidratado,
habitualmente en el cuadrante inferior derecho. En
ocasiones pueden verse imagenes de calcificacion (6).

El gen de la CF esta localizado en el brazo largo
del cromosoma 7, banda 31 (7q31) (7-10). Codifica
para una glicoproteina transmembrana, esta proteina
funciona como un canal de cloro y se denomina
regulador de la conductancia transmembrana de CF
(CFTR) (11-13).

Esta enfermedad es debida a mutaciones en el
gen de CF. Se han identificado alrededor de 2007
mutaciones (14). Estas mutaciones condicionan la
pérdida total o parcial de la funcién de la proteina y
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causan un defecto en el transporte de electrélitos en la
membrana apical de las células epiteliales alterando la
funcién secretoria en diferentes 6rganos y tejidos (1).

La mutacién maés frecuente es la AF508, que
consiste en la delecion de tres pares de bases (pb)
en el gen, resultando en la delecién del aminoacido
fenilalanina en la posicién 508 de la proteina. Es una
mutacién que afectael procesamiento postraduccional,
es decir, defecto en el plegamiento y movilizacién
de la proteina, resultando en acimulo de la proteina
mutada en el reticulo endoplasmaético, sobre el cual
la proteina es degradada (15). Esta asociada con
fenotipo severo, con insuficiencia pancredtica (PI).
Su frecuencia a nivel mundial es de 70 % (10). En
Venezuela, la frecuencia de la mutacion AF508 es de
26,76 % a 54 % (16-20).

Orozco y col. (21) citan que la presencia de las
diferentes mutaciones en el gen CFTR explica solo
parcialmente la heterogeneidad clinica de la CF,
por tanto se ha propuesto la participacién de genes
modificadores, por lo que aunque no participen
en la etiologia de la enfermedad, tienen un gran
impacto en la gravedad de las manifestaciones
clinicas. Existen evidencias de que estos genes
contienen polimorfismos,cuyas variantes alélicas son
responsables de la diferencia en la expresividad de la
gravedad entre pacientes con un mismo genotipo (21).

Existen estudios que asocian el MI a un locus
del cromosoma 19 (19q13.2) (22,23). EI estudio
de andlisis de ligamiento de Blackman y col. (24),
reportd loci modificadores sugestivos, ya sea, como
predisponentes para Ml en 4q35.1,8p23.1y 11g25 0
como protectores para MI en 20p11.22 y 21q22.3 y
ellos concluyeron de estos resultados, que multiples
loci con pequefios efectos son los determinantes de
MI (24).

Otro estudio, a través de andlisis de ligamiento
generd evidencia de un locus de Ml en (12p13.3), el
cual fue segregado en 80 % de familias con MI, con
al menos un afectado, en este locus se ha relacionado
al gen ADIPOR?2 con MI. Este gen, codifica uno de
2 receptores de adiponectina, la cual esta envuelta en
un amplio rango de procesos metabdlicos incluyendo
el metabolismo de lipidos y glucosa, jugando un
factor antiinflamatorio, debido a la amplia expresién
del gen ADIPOR?2 en varios tejidos y la presencia
de adiponectina circulando en sangre, no esté claro
como la via de senalizacion de adiponectina podria
afectar MI. Una posibilidad es que la disrupcién de
la actividad antiinflamatoria de adiponectina podria
contribuir a un riesgo incrementado de MI (25).
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IDENTIFICACION DE LA MUTACION AF508

El objetivo de este trabajo fue identificar la
mutaciéon AF508 en pacientes con ileo meconial.

METODOS

Desde el afio 1996 al 2014, fueron referidos
desde la unidad de cuidados intensivos pediatricos
del Hospital Universitario de Maracaibo al Instituto
de Investigaciones Genéticas de la Universidad del
Zulia (IIG-LUZ), diez pacientes afectados con MI
complicado.

Se contd con el consentimiento informado de los
padres de los afectados estudiados y la aprobacién
del Comité de Bioética del IIG-LUZ.

El MI fue definido como la falta de excrecién
de meconio durante las primeras 48 horas de vida,
asociado con signos clinicos de obstruccion intestinal
y hallazgos radiolégicos caracteristicos (26).

Para el andlisis molecular de la mutacion AF508
se extrajo a 13 individuos, 3 mL de sangre periférica,
anticoaguladacon EDTA 5 mM, ala cual se le extrajo
el dcido desoxirribonucleico (DNA) genémico segiin
la técnica Fenol Sevag (27); distribuidos en: diez
afectados, un control negativo (C-) sin patologia de
CF, con dos cloruros en sudor normales, con patrén
molecular sin la mutacién AF508; un control positivo
(C1+), obtenido de un afectado con CF homocigoto
para la mutacién AF508 y un control positivo
(C2+), obtenido de un afectado con CF heterocigoto
compuesto paralamutaciéon AF508,también se utilizd
un control de sistema (CS) o mezcla de reaccidn sin
DNA.

La deteccion de la mutacion AF508, se realizo a
través de laamplificacion de parte del exon 10 del gen
de CF mediante reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR). Se utilizaron los iniciadores CF1 5’- GTT
TTC CTG GAT TAT GCC TGG CAC- 3’y CF2
5’- GTT GGC ATG GTT TGA TGA CGC TTC- 3.
Estos iniciadores limitan un segmento de 98 pb, en
cuyo interior se localiza el codén que codifica para
la fenilalanina en la posicién 508 de la proteina. El
montaje del PCR se realiz6 de acuerdo al método
descrito previamente (28).

Los productos de laamplificacion se separaron por
electroforesis vertical en gel de poliacrilamidaal 12 %
en buffer Tris-EDTA-Borato 1 x. Se utilizé6 como
marcador de peso molecular el Puc 19 digerido con
Alul. El gel se colore6 con una solucién de 5 mg/mL
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de bromuro de etidio, se observo un transiluminador
de luz ultravioleta (Hoefer Mod. UVTM-25).

El alelo normal se evidenci6 por la presencia de un
fragmento de 98 pby el alelo mutado por un fragmento
de 95 pb. Enlos heterocigotos se observaron 2 bandas
correspondientes a ambos fragmentos (95 y 98 pb) y
dos bandas de mayor tamafio, correspondientes a los
llamados heteroduplex, los cuales son el resultado del
apareamiento de los dos alelos.

Enlos casos heterocigotos compuestos AF508/No
AF508 y en los casos que no se detect6 la mutaciéon
en su patrén molecular, se sugirié realizar después de
iniciar la alimentacion enteral, electrolitos en sudor
por la técnica de iontoforesis con pilocarpina en dos
oportunidades.

RESULTADOS

Todos los nifios nacieron en el Estado Zulia, en
un caso, se detect6 consanguinidad parental (primos
segundos), en dos recurrencia familiar de MI.

Siete fueron productos de embarazo simple a
término y tres de embarazo pretérmino, siete de sexo
masculino y tres femenino, con peso al nacer entre
2200 a 3400 gy talla entre 43 y 54 cm (Cuadro 1).

Todos los RN, tuvieron diagndstico posoperatorio
de MI y microcolon, cinco de ellos, ademas
presentaron: uno atresia ileal y cuatro atresia
yeyunal, uno de ellos ademdas presentd vélvulo.
Tres resultaron homocigotos AF508/AF508 y se
confirmé el diagnéstico de CF; cinco heterocigotos
compuestos AF508/No AF508 y en dos no se detectd
la mutacion AF508 (Cuadro 2) y (Figura 1), por lo
que fue necesario realizar electrdlitos en sudor por la
técnica de iontoforesis con pilocarpina, se confirmé el
diagnéstico de CF en cuatro,debido aque el resultado
fue mayor de 60 mEq/L; en un caso se descart6é debido
a que fue menor de 30 mEq/L y en dos ni se confirmé
ni se descarté porque no se realizé dicho examen,
debido a que fallecieron.

La frecuencia del alelo AF508 en los pacientes
con MI y CF fue de 71.,4% (Cuadro 3).
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Cuadro 1

Caracteristicas clinicas de afectados con ileo meconial

Caso Sexo Peso Talla Edad Fallecido Edad de
al nacer al nacer gestacional intervencién
(2 (cm) (Semanas) (Dias) (Dias)
1 M 2.200 48 36 45 3
2 F 3.300 51 38 10
3 M 3.340 51 38 18 4
4 M 3.000 49 38 70 5
5 M 2.500 48 38 10 5
6 M 3.100 48 38 5
7 M 3.300 54 38 26 4
8 M 2.200 43 34 16 11
9 F 2.500 44 37 11 6
10 F 3.400 49 38 2

g: gramos
cm: centimetros

Cuadro 2

Diagnéstico posoperatorio y molecular de afectados con ileo meconial

Caso Diagnéstico posoperatorio Genotipo Fibrosis quistica
1 MI. Microcolon AF508/AF508 SI
2 MI. Microcolon AF508/AF508 SI
3 MI. Microcolon. Atresia Ileal AF508/AF508 SI
4 MI. Microcolon AF508/NoAF508 SI
5 MI. Microcolon AF508/NoAF508 SI
6 MI. Microcolon. Atresia yeyunal. AF508/NoAF508 SI

Vélvulo
7 MI. Microcolon AF508/NoAF508 i
8 MI. Microcolon. Atresia yeyunal AF508/NoAF508 SI
9 MI. Microcolon. Atresia yeyunal NoAF508/NoAF508 NO
10 MI. Microcolon. Atresia yeyunal NoAF508/NoAF508 A

MI: ileo meconial
¢ Falleci6 sin confirmar o descartar fibrosis quistica

Cuadro 3

Diagnéstico molecular de afectados con ileo meconial y fibrosis quistica

Genotipos Pacientes Alelos Alelos AF508 Alelos No AF508
n Yo n n Y0 n Yo
Homocigoto AF508/AF508 3 429 6 6 429 0 0
Heterocigoto AF508/No AF508 4 57,1 8 4 28.5 4 28.5
Total 7 100 14 10 714 4 28,5
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M Cs C+1 C+2 C-

194pb _

118 pb —

Al A2 A3 M

Heteroduplex

— 98pb
— 95pb

Figura 1. Diagndstico molecular de la mutacién AF508 en afectados con ileo meconial. M: Marcador de peso molecular
(pac 19 agenda AV). Cs: Control de sistema (mezcla de reaccién sin DNA) C+1: Control positivo 1 afectado con fibro-
sis quistica, homocigoto AF508/AF508. C+2: Control positivo 2 (afectado con fibrosis quistica, heterocigoto compuesto
AF508/No AF508. C-: Control negativo (individuo sin fibrosis quistica). Al: Patrén molecular de afectado
con fibrosis quistica, hemocigoto AF508/AF508. A2: Patrén molecular de heterocigoto AF508/NoAF508. A3: Patrén
molecular sin la mutaciéon AF508 (NoAF508/NoAF508). Heterocigoto dos barras de mayor tamafio, las cuales son el re-

sultado del apareamiento de 95 y de 98 pb.

DISCUSION

El trabajo en equipo y el avance tecnolégico han
permitido en nuestro medio el diagndstico cada vez
mas precoz de enfermedades génicas.

Segun nuestro cédigo genético, las instrucciones
del DNA son traducidas a proteinas que serdn las
encargadas de ejecutarlas,las mutacionesenel DN A se
traducen en proteinas anémalas con la correspondiente
pérdida o alteracion de funciones. Las complejas
reacciones de estas proteinas en el metabolismo,
inducen las manifestaciones clinicas (29).

Lapresencia de M1 es un indicador de diagnéstico
presuntivo de CF y se correlaciona con mutaciones
que se caracterizan por determinar PI y afectacion
severa (10,26). En general, los pacientes con PI son
homocigotos o heterocigotos compuestos para dos
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mutaciones graves, las mutaciones AF508, G542X y
621+1G>T,estdn asociadas aunaexpresion severade
la enfermedad, ellas conducen a la pérdida completa
de la funcién de la proteina y se les ha asociado con
MI (30,31).

Debido a que el MI, se asocia aproximadamente
a 30 % de resultados falsos negativos en el andlisis
de tripsina inmunorreactiva (IRT), situacién que es
mas critica después de la cirugia, observdandose que
los niveles de IRT aumentan gradualmente varios
dias después de haber retornado a la alimentacién
enteral y ademas recolectar sudor a esta edad puede,
en ocasiones, resultar dificil (32). Atodo RN con MI
se le debe realizar andlisis molecular (33) de al menos
la mutacién AF508 y confirmar el diagnéstico de CF.

En RN con MI, la CF se ha confirmado en
aproximadamente 90 % de los casos (5,6). La
frecuencia de CF en los pacientes con MI, en este
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estudio fue de 87,5 % (7/8).

Losresultados de este estudio tienen implicaciones
para el manejo de estos RN y para el asesoramiento
genético de sus familiares. En los casos, en los
cuales se detecta la mutacion AF508 en ambos alelos,
se confirma la CF; en los casos donde se detecta la
mutacién en un solo alelo o no esta presente en su
patrén molecular, no es posible confirmar o negar la
enfermedad por lo que se sugiere, cuando se retira la
alimentacién parenteral se debe realizar electrélitos
en sudor, utilizando para la recoleccion de sudor la
técnica de iontoforesis con pilocarpinay si es posible
andlisis de otras mutaciones consideradas severas,
tales como las mutaciones G542X y 621+1G>T. Esto
va a permitir asesoramiento genético adecuado en
estas familias,através del cual se manejainformacién
médica a los padres tal como el diagndstico de
CF en estos pacientes, se asesora acerca de que es
una enfermedad hereditaria autosOmica recesiva,
en donde los padres son portadores sanos y por
ello el riesgo de recurrencia en cada embarazo es
de 25 %, se informa del prondstico, tratamiento y
de esta manera se realiza prevencion primaria, ya
que evitar la patologia va a depender que la pareja
decida no tener maés hijos, adoptar o utilizar técnicas
de reproduccion asistida a través de inseminacién
artificial heterdloga, fertilizacion in vitro,diagnéstico
genético preimplantacional.

Ante nuevo embarazo sugerir diagndstico
prenatal (34) y segtin el resultado, si es feto sano,
permite disminuir la ansiedad en la pareja y en los
casos reportados con CF, permite tomar decisiones
informadas, conducta obstétrica adecuada en
institucién con equipo multidisciplinario que ofrezca
atencién adecuadaalamadre y al niflo, mejorar calidad
de vida o interrupcién del embarazo en los paises en
los cuales este permitido.

Lafrecuenciadel alelo AF508 en pacientes con MI
y CFhasidoreportadaen 55 % a91,7% (10,26,35). La
frecuenciaenestetrabajofuede 71,4 %. Ladiferencia
en los resultados es probablemente secundaria a la
heterogeneidad poblacional y de disenio metodolégico.

Se ha reportado frecuencia incrementada de CF
en RN con atresia Jejuno-ileal, en un rango de 9 %
a 14 % (4). La frecuencia en este estudio fue de
45,8 % (3/7).

Algunos autores asocian la presentacién de MI con
un fenotipo mds severo y un peor prondstico de la
enfermedad (30,35-37). En este estudio, fallecieron
entrediezy 70 dias, cinco (5/7) pacientes con Ml y CF.
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