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Resumen

La fibrosis quistica (FQ) se caracteriza por una afeccion pulmonar crdnica,
insuficiencia pancreatica y elevacidn de cloruros en sudor, es la enfermedad
autosdmica recesiva letal mas frecuente en la poblacién caucasica; uno de cada
2,000 a 3,000 recién nacidos vivos manifiestan la enfermedad, pues presentan dos
copias anormales del gen responsable. Aproximadamente uno de cada 25 de los
individuos de poblaciones de Europa del Norte son portadores asintomaticos. En -
México la incidencia real de este padecimiento no se conoce y en muchas
ocasiones se enmascara con otros padecimientos frecuentes tales como
desnutricion, enfermedades de vias respiratorias y diarreas. En 1989 se encontrd
en el 1% de las autopsias realizadas en el INP, por lo que es posible que esta
enfermedad esté subdiagndsticada.

El gen responsable de la FQ se localiza en el brazo largo del cromosoma 7
(7g31), consta de 250 Kb y codifica para la proteina reguladora de la conductancia
transmembranal (CFTR) que es un canal de cloro. Hasta la fecha se conocen mas
de 850 mutaciones diferentes que afectan este gen. La gravedad de la enfermedad
depende del tipo de mutacién y se ha considerado a la funcion pancredtica como el
principal criterio para clasificar la enfermedad como leve o grave. Dado que la FQ
es una enfermedad letal para la cual no existe un tratamiento definitivo, es
necesario conocer tas mutaciones que afectan a nuestra poblacidén y desarroliar
estrategias para deteccién de portadores, con la finalidad de establecer un
diagndstico temprano, otorgar tratamiento oportuno y desarrollar programas de
prevencion. En este trabajo nos propusimos 1) identificar las mutaciones presentes
en pacientes con diagndstico clinico de FQ, 2) Correlacionar el genotipo con el
fenotipo de los casos indice, 3) Detectar portadores de las 4 mutaciones mas
frecuentes en la poblacion Mexicana, en los familiares de primer grado y 4) estimar
la frecuencia de las mutaciones detectadas en la poblacion mexicana y compararia

con otras poblaciones a nivel mundial



Se realizd un analisis molecular para la deteccidn de las mutaciones
responsables de la FQ, en 112 familias afectadas no emparentadas. El analisis
molecular se inicid con una busqueda preliminar de las 4 mutaciones mas
frecuentes en la poblacién Mexicana. Este tamizaje inicial permitid la identificacion
de cerca del 50% de los cromosomas analizados. En aquellos pacientes que
después de esta primera blsqueda, presentaron al menos un alelo FQ sin
caracterizar, se realizd un analisis de los exones 7, 10, 11, 13, 17, 20 y 21 del gen
CFTR, los cuales son considerados como sitios mas susceptibles a presentar
mutaciones, este analisis se llevd a cabo por la técnica de polimorfismo
conformacional de cadena sencilla (SSCP). En este estudio se identificd un total de
15 mutaciones diferentes, en donde se incluyen dos mutaciones nuevas en el gen
CFTR: W1098C y P750L, con lo cual se identifico el 60% de los cromosomas FQ. El
porcentaje de alelos mutados caracterizados en la poblacion estudiada es todavia
bajo, comparado con lo observado en otras poblaciones. Por 1o que es necesario
contar con otras estrategias moleculares para aumentar la eficiencia del rastreo de
las mutaciones presentes en la regién codificante del gen CFTR y asi caraci:erizar el
total de alelos alterados en la poblacion Mexicana con FQ. El andlisis def gen CFTR
descrito en este trabajo claramente demuestra la alta heterogeneidad de nuestra
poblacion afectada con FQ, lo cual puede explicarse por la compleja composicidn

étnica de la poblacién Mexicana.



INTRODUCCION

La fibrosis quistica (FQ) es la enfermedad autosémica recesiva letal, mas frecuente en la
pobiacion caucasica; uno de cada 2,000 a 3,000 recién nacidos vivos manifiesta la
enfermedad (1). En este padecimiento los afectados son homocigotos, es decir presentan las
dos copias del gen responsable alteradas o mutadas; mientras que uno de cada 25 de los
individuos de poblaciones de Europa del Norte son portadores asintomaticos, es decir son
heterocigotos, sus céiulas tienen una versién mutada y una normal del gen FQ y por tanto no
manifiestan la enfermedad. En Meéxico la incidencia real de este padecimiento no se conoce y
en muchas ocasiones se enmascara con otros padecimientos comunes en nuestro pais como
desnutricién‘, problemas gastrointestinales y problemas respiratorios cronicos (2).

El defecto basico es afeccién generalizada de las células epiteliales por impermeabilidad
de la membrana apical al idn cloro, lo que conduce a la presencia de secreciones exocrinas
viscosas que alteran la funcion de fas gléndulas sudoriparas y los sistemas respiratorio,

digestivo y genitourinario (3).

ALTERACIONES PATOLOGICAS Y MANIFESTACIONES CLINICAS

La FQ tiene una expresividad muy variable y es progresiva. La afeccién del tracto
respiratorio se caracteriza por la produccion de secreciones mucosas espesas y con mayor
capacidad de adherencia que se acumulan en el lumen de las vias respiratorias y propician un
proceso inflamatorio localizado e infecciones recurrentes, principalmente por Pseudomona
aeruginosa y Staphylococcus aureus. Este proceso genera bronquiectasias y enfisema, que
conducen a un cuadro restrictivo-obstructivo en las vias respiratorias con hipertension arterial
pulmonar y posteriormente cor-pufmonale crénico (4). Las lesiones inflamatorias cronicas de
la mucosa generan pedunculaciones y formacion de pdlipos nasales (5). La afeccién
respiratoria y las infecciones persistentes y resistentes al tratamiento son las principales

causas de muerte entre la primera vy la cuarta décadas de la vida (6).



Asi, la manifestacion respiratoria inicial de la enfermedad es la tos intermitente y
productiva, con esputo purulento de color verde cuando hay infeccidén por P. aeruginosa y
hemoptisis en las fases media y terminal.

Las alteraciones en el sistema digestivo comprometen al tracto gastrointestinal y las
glandulas anexas; aunqgue son frecuentes, generalmente no amenazan la vida del paciente. El
85% de los pacientes presenta insuficiencia pancreatica, causada por obstruccion progresiva
de los ductos, con dilatacion de los acinos y destruccién de la regidn exocrina. Estas areas
son reemplazadas por tejido fibroso y graso, con formacion de pequefios quistes (7). Los
hallazgos patoldgicos descritos en este drgano permiten el diagndstico postmortem en casos
de diagndstico dudoso (8). La insuficiencia pancredtica es la causa de la malabsorcidn
intestinal, la desnutricion y los cuadros carenciales de vitaminas A, D, E, K, zinc, etc. (9-12).
También se ha observado que a partir de la sequnda década de la vida, fa funcién enddcrina
del pancreas se altera en el 27 al 42% de los pacientes, pero sdlo el 8% de los casos
desarrolla diabetes insulino-dependiente (7,13,14). Por otro lado, se ha reportado que existen
lesiones hepaticas hasta en el 25% de las autopsias de pacientes con FQ (15), y 2 al I5 % de
los casos desarrolla cirrosis biliar (16). Entre el 5 y 10% de los recién nacidos con FQ
presentan ileo meconial, causado por obstruccion intestinal distal, por la acumulaciéon de
material muco-fecaloide viscoso, probablemente por insuficiencia enzimatica temprana (17).

El 95% de los varones con FQ presenta infert_ilidad por alteracidén de las estructuras
Wolffianas, como son la atrofia de conductos deferentes, epididimo, vesiculas seminales vy la
ausencia bilateral de los vasos deferentes, debido a cambios degenerativos ocasionados por
obstruccion de estos conductos desde la vida intrauterina (18-21). La infertilidad ocasional de
las mujeres con FQ se debe a alteraciones en el moco cervical que bloquea la entrada del
esperma a la cavidad uterina. En la mayoria de las pacientes fértiles, los embarazos han
tenido un curso normal (22).

Gracias a los estudios, de gran valor clinico, realizados en 1953 por Di Sant Agnese,

quien observé que los pacientes con FQ perdian una gran cantidad de sal a través del sudor



(23), se desarrollo una prueba de gran valor clinico para el diagnostico de la enfermedad: la
determinacion de cloruros en sudor. Estas concentraciones pueden medirse a través de un
iontofotémetro después de la estimulacion con pilocarpina y un valor mayor a los 60mEq/!, es
sugestivo de que el paciente presenta fibrosis quistica (3).

La elevacion de cloro en el sudor de los pacientes con FQ, se debe a la falla en la
reabsorcidn del idn cloro en los ductos de las glandulas sudoriparas (24), lo cual puede ser
riesgoso en caso de pérdida salina excesiva, ya que ocasiona alcalosis hipoclorémica e
hiponatrémica, sobre todo en presencia de vémito, diarrea 0 exposicion prolongada al sol
(Fig. 1)

picl
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FIGURA 1. REPRESENTACION ESQUEMATICA DE LA PRODUCCION DE SUDOR Y DEL TRANSPORTE
DE ELECTROLITOS EN UNA GLANDULA SUDORIPARA NORMAL. Se muestra el mecanismo celular
del transporte de electrolitos en las células epiteliales del ducto y e! tallo de la glandula sudoripara.



EL GEN FQ

En 1989 se clond el gen responsable de la FQ mediante [as estrategias de caminata y
salto cromosémico, a partir de marcadores gendmicos ligados al gen (clonacion posicional)
(25-27). Posteriormente se dilucidé su secuencia completa, se caracterizaron algunas
mutaciones responsables de la enfermedad y se dedujo la secuencia de su producto proteico
(27, 28). Este gen se localiza en la regién 31 del cromosoma 7 (Fig. 2), mide 250 Kb y
consta de 27 exones (Fig. 3a). La region 5" de este gen se caracteriza por un gran contenido
de G-C (aproximadamente un 65%) y no presenta caja TATA, de tal manera que el gen CFTR
tienen un promotor similar al de los genes constitutivos, sin embargo su expresion es
variable.

El transcrito maduro es de 6.5 Kb que traduce una proteina de 1,480 aminoacidos (Fig.
3b vy 3c¢) detectable en una gran variedad de tejidos, especialmente en pulmédn, pancreas,
gléndulas sudoriparas, higado, mucosa nasal, glandulas salivales, tracto reproductivo e

intestino (26).
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FIG 2. LOCALIZACION DEL GEN FQ EN EL CROMOSOMA 7. A la izquierda se muestra un diagrama del
cromosoma 7 y a la derecha la region q31-33 donde se localiza el gen FQ y los marcadores genéticos
aledafios (Rommens M et al. 1989).



LA PROTEINA CFTR

El gen FQ codifica para una proteina transmembranal que es un canal de cloro y por su
papel fisioldgico se denomina proteina reguladora de la conductancia transmembranal de la
FQ (CFTR, de! inglés cystic fibrosis transmembrane conductance regulator) (28). Esta
proteina tiene homologfa estructural con la superfamilia de las proteinas ABC (cassette de
unién a ATP) (28, 29). Estas son proteinas integrales de membrana que contienen varios
dominios funcionales: dos dominios de unidn a nucledtidos y dos sitios de glicosilacién (Fig.
3c). La proteina CFTR pesa 170 kd y estd constituida por dos porciones repetidas, cada una
con un dominio transmembranal (TMD) y un dominio que interacciona con ATP (NBD). El
dominio R (regulador) es caracteristico de esta proteina y divide a las dos porciones
repetidas; su nombre se debe a que presenta varios sitios de fosforilacion que regulan la
funcién del peptido. Se ha demostrado en lineas celulares eucariontes que la proteina CFTR
forma y funciona como un canal de cloro dependiente de AMPc y que directa o

indirectamente regula otros canales enddgenos para €l cloro, estimulados por AMPc (29, 30).
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FIG 3. REPRESENTACION HIPOTETICA DEL GEN FQ Y DE LA PROTEINA CFTR. a) Estructura del gen
FQ; los rectangulos verticales representan los 27 exones del gen CFTR. b) estructura primaria de la
proteina CFTR y sus dominios principales. ¢) Modelo de la estructura secundaria de la proteina (Chang
X, et al. 1994).



La proteina CFTR estd anclada a la membrana citoplasmica por 12 segmentos
hidrofébicos (TM1-TM12) organizados en dos dominios transmembranales (TMD1 y TMDZ2)
(31). Los 12 segmentos gue atraviesan la membrana forman un poro que constituye el canal
de cloro. Se ha demostrado que TM1 (1, 32), TM2 (33, 34), TM6 (34, 35) y TM12 (35) son
fundamentales en la formacién del poro (36). Los modelos actuales de la proteina CFTR
predicen que entre los segmentos que atraviesan la membrana se encuentran 6 asas
extracelulares y 4 asas citoplasmaticas. Existen dos sitios de glicosifacion en los dos residuos
de asparagina (N894 y N900) identificados en la cuarta asa extracelular (37, 38).

Los dominios de unidn a nucledtidos (NBD) tienen secuencias que se encuentran
conservadas en las proteinas de unidn a ATP (26). No existe gran similitud entre las
estructuras primarias de los dos dominios NBD, ya que solo contienen el 29% de homologia
entre sus aminoacidos. Asi mismo, estudios funcionales demostraron que NBD1 y NBD2 no
contribuyen a la regulacién del canal de la misma manera (39). Se ha propuesto que NBD1 se
fosforila después de una fosforilacion parcial del dominio R y permite la apertura del canal,
mientras que la fosforilacién completa del dominio R conduce a la fosforilacion de NBD2
causando el cierre del canal (40).

De las proteinas ABC, el dominio R es exclusivo de la proteina CFTR, esta codificado
por el exdn 13 y se localiza en fa parte citoplasmatica de la membrana apical (41). Este
dominio tiene una alta proporcion de aminodcidos polares (30%) y varios sitios de
fosforilacién que son importantes para el funcionamiento del canal (42, 43). Asi, el grado de
fosforilacion de los diferentes sitios del dominio R puede tener un efecto sobre fa actividad
de! canal (44). Parece ser que el dominio R al fosforilarse por la proteina cinasa A cambia su

conformacion y de esta forma se regula la actividad del canal (45).



MUTACIONES EN EL GEN FQ

Hasta la fecha se han descrito mas de 800 mutaciones diferentes en el gen CFTR, reportadas
por el Consorcio Internacional de Fibrosis Quistica (46); la mayoria de estas mutaciones se
localizan en la regidn codificante, asi como en regiones unién exon-intron. Ademds se han
descrito cerca de 100 cambios en la secuencia del gen, definidos como variaciones benignas
o polimorfismos. En la tabla 1 se muestra la lista de las mutaciones FQ mas frecuentes en fa
poblacién mundial.

En general, la naturaleza de las mutaciones es diversa: cerca del 50% son de sentido
erréneo y el resto son sin sentido, pequenas deleciones o inserciones que alteran el marco de
lectura y mutaciones que aiteran la maduracion normal del mRNA, También se han descrito
deleciones de un solo aminoacido, dos grandes deleciones que no alteran el marco de lectura
(47) y deleciones complejas como la 2055del9—A y la 1924del7 reportadas en la poblacién
Mexicana (48).

La distribucién de las mutaciones en el gen FQ no parece ser al azar. Se ha detectado
una alta frecuencia de mutaciones, particularmente del tipo de sentido errdneo, que cambian
un aminoacido por otro, en sitios especificos (hotspots) dentro de los exones 4, 7, 11, 17by
20 (Fig. 4) (49).

La alta heterogeneidad del espectro de las mutaciones en el gen CFTR ha sido

observada en varios paises, particularmente en el Sur de Europa y América Latina (50-54)

(Fig. 5).
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FIGURA 4. DISTRIBUCION DE LAS MUTACIONES EN EL GEN FQ. a) Gen FQ. b) Las lineas verticales
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La mutacion mas frecuente a nivel mundial se conoce como AF508, se localiza en el
exon 10 que codifica para una parte del dominio NBD1, es una delecidn de tres pares de
bases que elimina el coddn para la fenilalanina en la posicion 508 de la proteina y se ha
detectado en el 67% de los cromosomas FQ a nivel mundial (55). Sin embargo, presenta una
amplia variacién entre las diferentes poblaciones (25) que oscila entre 17.9% (56) y el 85%
de los alelos afectados con FQ (55).

Con base al andlisis de haplotipos se cree que esta mutacion se origind hace
aproximadamente 52,000 afios por un solo evento mutacional (57). En Europa, la distribucion
geografica de la AF508 sigue un gradiente por el cual la frecuencia aumenta de Sureste a
Noroeste (50). En México, la frecuencia de esta mutacion (39%) es significativamente menor
a la reportada a nivel mundial e incluso a la de Espafia (58), lo cual puede ser el reflejo del
origen étnico de nuestra poblacién, donde la presencia de mutaciones indigenas y otras
mutaciones de origen Europeo, probablemente diluyeron la frecuencia de la AF508.

La mayoria de las otras mutaciones del gen FQ son poco comunes, aungue algunas
son frecuentes en ciertas poblaciones. Por ejemplo, la segunda mutacién mas frecuente a
nivel mundial (G542X) que se encuentra en tan sdlo el 3.4% de los cromosomas FQ, tiene
una frecuencia del 25% en las Islas Canarias y del 8% en toda Espafia (59). Con base al
andlisis de haplotipos, se ha postulado que la G542X también se origind de un solo evento
mutacional y fue introducida a Espafia por los fenicios hace 2500 a 3000 afios y luego a
Latinopamerica por los conquistadores. Asi, en México se encuentra en el 6.2% de los

cromosomas FQ, similar a la reportada en hispanos{60).

11
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BASES MOLECULARES DE LA DISFUNCION DEL CANAL DE CFTR
Con la finalidad de entender mejor la fisiopatologia de la FQ, las mutaciones se han

clasificado en cinco clases generales de acuerdo a la manera en que afectan a 1a proteina.

CLASE I: MUTACIONES QUE BLOQUEAN LA SINTESIS DE LA PROTEINA.

Cerca de la mitad de las mutaciones en el gen FQ evitan la formacidn de un
polipéptido CFTR de tamafio normal. Entre las mutaciones de esta clase se encuentran
aquellas que producen codones de terminacion (18%), corrimiento del marco de lectura
(22%), o splicing aberrante del mRNA (8%) (Fig. 6). Varias de las mutaciones sin sentido y
mutaciones que generan un corrimiento en el marco de lectura causan ausencia de la

proteina (61-64).

CLASE II: MUTACIONES QUE AFECTAN EL PROCESAMIENTO POSTRADUCCIONAL.

La biosintesis de la CFTR requiere pasos de maduracién complejos y solamente ef 20 al
25% de la CFTR silvestre inmadura adquiere una conformacion estable, que es transportada
a la membrana plasmatica (65). Asi, algunas mutaciones como la AF508, bloquean la
maduracién de la proteina generando un canal CFTR sin actividad. La proteina con la AF508
adopta una conformacién tridimensional anormal que no llega a la membrana de fas células
epiteliales (66, 67) y es degradada rapidamente en el reticulo endoplasmico (RE) por el
sistema ubiquitina-proteasoma (vida media de 0.5h) (68, 69) (Fig.6). Es interesante el hecho
de que este atrapamiento de la proteina AF508 es reversibie in vitro a temperaturas
subfisioldgicas (23°-30°C) (70). Bajo estas condiciones, la proteina mutante puede pasar de!
RE al aparato de Golgi, ser glicosilada y alcanzar la membrana citoplasmatica (70), formando
un canal de cloro con propiedades similares a la de fa CFTR silvestre. Esto resulta de gran

interés para el posible tratamiento de la enfermedad.
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CLASE IIX: MUTACIONES QUE AFECTAN LA REGULACION DEL CANAL DE CLORO,

Las mutaciones de esta clase son aguellas que generan proteinas que parecen estar
completamente procesadas y correctamente localizadas en {a membrana apical, pero que no
pueden ser reguladas adecuadamente como canal idnico (Fig. 6). En algunas de estas
mutaciones, los aminoacidos afectados son aguellos que participan en la unién de ATP en los
dominios NBD's 0 en la fosforilacidn en el dominio R {(71). El grado de alteracion puede variar
desde la pérdida grave de la funcidén por una disminucidn o ausencia en la respuesta a fa
estimulacidn por ATP (G551D y S1255P), hasta una leve reduccidn de la actividad del canal
(G551S, G1244E y G1349D) (39, 45).

CLASE IV: MUTACIONES QUE AFECTAN LA CONDUCTANCIA O LA APERTURA DEL CANAL DE
CLORO.

Estas mutaciones se localizan en las regiones del gen que corresponden a algunos de
[os segmentos TM de [a proteina y altera la conductancia del canal aungue la regufacidn es
adecuada (72). Ejemplos de mutaciones que se consideran como leves y afectan aminoacidos
localizados en TMD1 son: [a R117H en la regidn TMD2, la G314E en TM5 y la R334W, R347P
y R347H en TM6. El grado de reduccion de la conductividad que producen algunas
mutaciones se ha estudiado sélo in vitro y sugiere que estas mutantes producen una CFTR
madura, totaimente glicosifada (73), que llega a la membrana apical, similar a lo que ocurre
con la CFTR silvestre (34), utilizando agonistas de AMPc para estimular corrientes de cloro en
membranas apicales, se observd que estos canales mutantes estdn regulados por
fosforilacion y nucledtidos intracelulares y mantienen su selectividad al cloro. Sin embargo,
Sus poros tienen propiedades alteradas que generan corrientes reducidas de este anién.(73).
La CFTR silvestre normalmente funciona como un poro muiti-iénico, que permite el paso

simultdneo de varios iones Cl” a la vez. Las mutaciones en la posicién 347 reducen la
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conductancia del canal que funciona como un poro mono-ionico. Esto sugiere que estas

mutaciones probablemente también alteran la salida de cloro a traves de CFTR.

CLASE V: MUTACIONES QUE CAUSAN REDUCCION EN LA SINTESIS DE LA PROTEINA

Las mutaciones de esta clase pueden incluir mutaciones en el promotor que reducen la
transcripcién, mutaciones puntuales que conducen a un splicing erréneo del transcrito o a
substituciones de aminodcidos que causan una maduracion ineficiente de la proteina. El
efecto final de todas estas mutaciones seria una disminucién en la cantidad y por lo tanto en
la funcién de la proteina. La mayoria de ellas son las que generan splicing alterado. Los alelos
mutantes pueden transcribir una pequefia cantidad de mRNA normal, ademas del mRNA
producto de un splicing aberrante cuya funcién es ineficiente. Varias mutaciones con sentido
erréneo como la P574H vy la A455E localizadas en NBD1 causan un efecto similar. Estudios
bioquimicos recientes han demostrado que ambas mutantes producen canales de cloro
localizados en e} epitelio, con poros con propiedades normaies y regulados por fosforilacion
dependiente de AMPc vy nucledtidos intracelulares, pero con disminucién de la corriente apical
de cloro porque la cantidad de proteina madura producida por estas mutantes solo es del 10
al 15% de la silvestre, por una alteracion en su procesamiento (14,18). De hecho, la
probabilidad de encontrar abierto el poro de la CFTR A455E fue equivalente a ta del silvestre,
y la de la proteina P547H fue aun mayor que la silvestre. Por ello se ha sugerido que estas
mutantes se asocian a un fenotipo leve (suficiencia pancreatica) porque compensan los

efectos de procesamiento defectuoso al maximizar la funcion del canal.
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molecular del canal CFTR de acuerdo con las diferentes clases de mutaciones FQ.

FIGURA 6. CONSECUENCIAS MOLECULARES DE LAS MUTACIONES FQ. Se esquematiza el dano

16



CORRELACION GENOTIPO-FENOTIPO

Dado el espectro de las consecuencias moleculares de las mutaciones (genotipo), el
cuadro clinico de la FQ es muy heterogéneo. Estudios recientes han tratado de encontrar las
caracterfsticas clinicas comunes entre los pacientes de FQ con un mismo genotipo, con la
finalidad de definir la correlacion entre el fenctipo y el genotipo (74-77).

De todos los sintomas analizados, solamente la funciéon pancredtica correlaciona
directamente con el genotipo de los pacientes. En general, los pacientes con insuficiencia
pancreética (IP) (78-79) son homocigotos o heterocigotos compuestos para dos mutaciones
graves (mutaciones de clase I, 11, o III), mientras que los pacientes con SP presentan al
menos un alelo con una mutacion con funcidn residual (mutaciones de clase IV o V); asi, las
mutaciones leves son dominantes sobre las graves.

Las manifestaciones pulmonares son indistinguibles entre pacientes con diferente
genotipo o presentan una alta variabilidad entre familiares con mutaciones idénticas. Se cree
que en parte esta variabilidad se puede atribuir al medio ambiente y a otros factores
genéticos. Sin embargo, recientemente en un modelo de ratdn con FQ, se ha encontrado que
hay otro canal de cloro apical activado por calcio intracelular. Parece ser que la expresion de
estos canales si correlaciona con la severidad de fa enfermedad: los animales con epitelios
que expresan este canal calcio-dependiente tuvieron enfermedad leve, mientras que aquellos

con epitelios que carecian de este canal presentaban enfermedad grave (80).

OTROS FENOTIPOS

Una caracteristica clinica persistente entre pacientes masculinos con FQ es la azoospermia
obstructiva secundaria y la ausencia bilateral de los vasos deferentes (20). De hecho una
condicién autosdmica recesiva similar, pero gue no cursa con manifestaciones respiratorias o

digestivas aparentes de FQ, es la ausencia bilateral congénita de vasos deferentes (CBAVD)
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(81). El 50-60% de estos pacientes porta al menos una mutacion conocida en un alelo el gen
CFTR y el 10% presenta dos mutaciones conocidas en ambos alelos(82-85).

También se han buscado mutaciones de la CFTR en pacientes con enfermedades
pulmonares obstructivas crénicas, bronquiestasias difusas, aspergilosis broncopulmonar
alérgica, y bronquitis crénica por Pseudomona aeruginosa, etc. y se ha encontrado que estos
pacientes presentan una mayor frecuencia de mutaciones CFTR que la poblacion general (86-
90).

ALELOS COMPLEJOS

Existe un gran nimero de reportes que describen la coexistencia de dos alteraciones
diferentes en el mismo alelo FQ. Mientras la mayoria de estos alelos complejos pueden
representar sélo una asociacion de una mutacién con una variacion benigna o polimorfismo,
hay ejemplos en los cuales la presencia de una segunda mutacion en el mismo alelo puede
modular el efecto de la primera; uno de ellos es el hallazgo de la mutacién R553Q en un alelo
que porta la mutacion AF508, que se conoce como grave. En este caso la asociacién de
ambas mutaciones parece atenuar las manifestaciones clinicas de la enfermedad (91). Otro
ejemplo es la mutacion R117H, cuyo efecto en la expresion de la enfermedad parece ser
modulada por la longitud de una regién de politimidinas que se encuentra hacia la region 3’
del intron 8 (92). Este segmento de politimidinas es polimérfico en la poblacidn general y se
han encontrado tres variantes: 9T, 7T y 5T que estan relacionadas con el mecanismo de
splicing alternativo. La variante 5T genera alrededor del 90% de un mRNA que carece del
ex6n 9 (93). Aparentemente, la proteina producida por éste no es funcional, asi, se ha visto
que fa mutacién R117H se asocia a FQ solamente cuando se encuentra ademas un alelo 5T
(94).

18



TRATAMIENTO CONVENCIONAL

Como tratamiento convencional, para este padecimiento se ofrecen suplementos de
enzimas pancreaticas y vitaminas liposolubles, fisioterapia toracica vigorosa y regular y
tratamientos profilacticos como el uso de antibidticos. En el caso del ileo meconial puede ser
necesaria la cirugia paliativa para corregir la obstruccion del intestino delgado por moco
VviSCcoso y espeso. En algunos casos de cirrosis hepatica en estado terminal se ha practicado el
transplante hepatico y en los pacientes con enfermedad respiratoria terminal y cor puimonae
se ha realizado con éxito el transplante pulmonar. Varios ensayos clinicos de terapia génica

para la FQ se encuentran en desarrollo en este momento (95).

TERAPIA GENICA

Los conocimientos de las bases moleculares de la enfermedad han permitido disenar
nuevos abordajes para el tratamiento de la FQ. Asi, hay 4 diferentes tipos de estrategias para
intentar reparar la pérdida de la funcidén de la CFTR: 1) Reemplazar la CFTR mutante con
CFTR silvestre, 2) Alterar el procesamiento-de la CFTR mutante para facilitar su llegada vy
retencion en la membrana apical, 3) Incrementar la actividad de los canales mutantes
localizados en la membrana apical al alterar la regulacién del canal y 4) Estimular otros
canales de cloro apicales regulados por diferentes vias (96). Un logro importante para la FQ,
ha sido la posibilidad de administrar el gen CFTR a pacientes mediante vectores de
adenovirus genéticamente modificados, valorando su inocuidad y su capacidad para expresar
una proteina CFTR capaz de corregir el transporte de cloruros en el epitelio nasal de
pacientes con FQ. Uno de los inconvenientes de este tipo de terapia es que la terapia génica
debe administrarse periddicamente, debido a que las células del tejido epitelial se reemplazan

cotidianamente.
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ANTECEDENTES

Hasta el momento se han logrado grandes avances para entender las bases
moleculares de la FQ. Sin embargo, todavia existe un niimero importante de pacientes con
mutaciones aln no identificadas. Un estudio molecular en ia poblacion caucésica reveld que
mediante la bisqueda dirigida de las 5 mutaciones mas frecuentes a nivel mundial, se logro
la caracterizacidn de cerca del 85% de los alelos afectados (49).

A diferencia de los paises desarroliados, en México no se conoce la frecuencia de la
FQ. De la misma manera sabemos poco sobre la naturaleza de las mutaciones que afectan al
gen en nuestra poblacion y la forma en que influyen en las manifestaciones de este
padecimiento.

En el Instituto Nacional de Pediatria se realizo la bisqueda dirigida de 12 mutaciones,
5 de éstas son mutaciones frecuentes a nivel mundial (Tabla 1), y el resto son mutaciones
encontradas en otras poblaciones hispanas (Tabla 2). En dicho estudio se analizaron 128
cromosomas, detectdndose que la mutacidn AF508 se presenta en el 39% de los
cromosomas analizados (58), mientras que la G542X se gbservo en el 6% (60), siguiendo en
frecuencia la N1303K con un 3%, la AI507 en ¢l 1.98% de los alelos afectados, mientras que
el resto de estas mutaciones se observaron en un porcentaje menor al 1%. Asi, al realizar el
andlisis dirigido de las 12 mutaciones se logrd detectar menos del 50% de los alelos
afectados en nuestra poblacion con FQ.

La caracterizacion de las mutaciones responsables de la FQ es necesaria para
establecer estrategias de diagnostico, deteccion de portadores y diagndstico prenatal, es por
ello que en este trabajo nos propusimos implementar nuevas estrategias para la identificacion

y caracterizacion de mutaciones nuevas 0 poco frecuentes en el gen FQ.
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TABLA 1. MUTACIONES CFTR CON MAYOR FRECUENCIA A NIVEL MUNDIAL

MUTACION FRECUENCIA POBLACIONES CON

% ALTA PREVALENCIA
AF508 66.0 Caucasica
G542X 2.4 Espanola
G551D 1.6 Inglesa
N1303K 1.3 ltatiana
R553X 0.7 Alemana

TABLA 2. MUTACIONES CFTR DE MENOR FRECUENCIA A NIVEL MUNDIAL

MUTACION FRECUENCIA
%
S549N 0.1
Al507 0.2
2869insG <0.1
R1162X 0.3
3120+1G—=A <01
1924del7 <0.1
2055del9 —A <0.1
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OBJETIVO GENERAL:
Caracterizar mutaciones nuevas o poco frecuentes en el gen de fibrosis quistica en una

poblacién de pacientes mexicanos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Identificar las mutaciones presentes en los pacientes con diagndstico clinico de FQ.

2. Correlacionar el genotipo con el fenotipo de los casos indice.

3. Detectar portadores de las 4 mutaciones mas frecuentes en la poblacion Mexicana, en
los familiares de primer grado.

4. Estimar la frecuencia de las mutaciones detectadas en la poblacién mexicana y
compararla con otras poblaciones a nivel mundial
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MATERIAL Y METODOS

ESTRATEGIA GENERAL

A) CRITERIOS DE INCLUSION

En el estudio se incluyeron 112 pacientes con diagndstico clinico de FQ y sus familiares de
primer grado. El diagnostico se baso en la presencia de al menos de 2 de los siguientes
parametros: 1) cuantificacion de cloruros en sudor mayor a los 60 mEg/l (97), 2) afeccién
pulmonar grave con infecciones recurrentes y persistentes especialmente por Pseudomona
aeruginosa, y 3) insuficiencia pancreatica, valorando la concentracién de grasa en heces
(>7g/d) (98) Todas las familias fueron captadas de la consuita externa del Instituto nacional
de Pediatria (INP) y de la Asociacién Mexicana de Fibrosis Quistica (AMFQ). Cabe mencionar
que fueron incluidos 64 pacientes del estudio mencionado previamente, que formaban parte

de un banco de DNA del Laboratorio de Biologia Molecular del Instituto Nacional de Pediatria.

B) CRITERIOS DE EXCLUSION.
Se excluyeron temporalmente pacientes transfundidos en los Ultimos tres

meses.

También fueron excluidos pacientes con padecimientos infecto-contagiosos como SIDA
y hepatitis, esto por razones de seguridad de los estudiantes y personal de laboratorio.
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ALGORITMO METODOLOGICO

CAPTACION DE 112 PACIENTES CONFQ Y
SUS FAMILIARES DE PRIMER GRADO

l

EXTRACCION DE
DNA

|

BUSQUEDA DIRIGIDA DE LAS 4
MUTACIONES MAS FRECUENTES

PACIENTES CON AMBOS PACIENTES CONUNO O
ALELOS CARACTERIZADOS AMBOS ALELOS SIN
CARACTERIZAR
ANALISIS EN FAMILIARES DE PRIMER ANALISIS POR SSCP
GRADO Y CONSEJO GENETICO DE
CERTEZA #

4 SECUENCIACION
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1. Captacion de pacientes

A todos los pacientes se les realizd un arbol genealdgico e historia clinica completa,
Todos los casos nuevos fueron sometidos a fa bisqueda dirigida de las 4 mutaciones mas
frecuentes en la poblacidn Mexicana (AF508, G542X, N1303K y AI507). En aquellos pacientes
en donde existia un alelo sin caracterizar, se realizd la bisqueda de otras mutaciones en 7
exones (7, 10, 11, 13, 17, 20 y 21) mediante las técnicas de SSCP y secuenciacion. Estos
exones fueron seleccionados porque en ellos se ha detectado un mayor numero de
mutaciones. Finalmente, se detectaron los portadores entre los familiares de primer grado de
los casos indice con mutaciones ya caracterizadas y se brindd asesoramiento genético de

certeza.

2, Extraccion de DNA de sangre periférica

Se extrajeron 14 mil de sangre periférica de los pacientes diagnosticados con FQ,
usando EDTA como anticoagulante y después se centrifugd la muestra por 20 minutos a 3000
rpm, se tomd la capa de linfocitos, se colocé en 6 ml de solucién para lisis de eritrocitos
(RCBL), se desecharon el plasma y los eritrocitos, se agité suavemente y se centrifugd 10
minutos a 3000 rpm. E! sobrenadante se elimind y la pastilla se resuspendié en 6 mf de RCBL,
se agité suavemente y se centrifugd 10 minutos a 3000 rpm, este paso se repitid hasta
eliminar toda fa hemogtobina. Finalmente se resuspendid el botén de linfocitos en 333 pl de
RCBL con 1.5 mi de solucidn para lisis de linfocitos (WCBL) y se incubd toda la noche a 42°C
para obtener un hidrolizado de linfocitos (99).

3. Purificacion de DNA

Se agregaron 2 ral de fenol al hidrofizado obtenido en el paso anterior, se agitoé
suavemente por 10 minutos y se centrifugd 10 minutos a 3000 rpm, después ia fase superior
se transfii® a un tubo limpio sin tocar la interfase y se repitid ef paso anterior,
posteriormente a la fase superior se le agregé 1 ml de fenol y 1 ml de cloroformo, se agité
suavemente y se centrifugdé por 10 minutos a 3000 rpm, nuevamente la fase superior se
transfirid a un tubo limpio sin tocar la interfase y se repitié el paso anterior.
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La fase superior se transfirid a un tubo limpio y se agregé 2 ml de cloroformo/isoamilico
(24:1), se agité suavemente y se centrifugo por 10 minutos a 3000 rpm. En un tubo limpio se
agregd 90 pl de NaCL 1 My 3 mi de etanol absoluto a —20°C a la fase superior.

Se agité suavemente hasta que las hebras de DNA se hicieron evidentes y estas se
extrajeron con una pipeta Pasteur sellada, se seco por 10 minutos a temperatura ambiente se
enjuagd en etanol al 70% a ~20°C, se dejo secar a temperatura ambiente una vez mas y se

rasuspendid en 200 pl de agua destilada estéril,

4. Cuantificacion de DNA
Para fa cuantificacién del DNA se diluyd 1 gl de la muestra de DNA en 250 ul de agua
estéril y se registré la densidad dptica a una longitud de onda de (1) de 260 nm, el dato
obtenido se sustituyd en la siguiente férmula (100).
Donde:
D.0O 260= Densidad dptica a una A de 260 nm
F= Constante equivalente a 0.05
(D.0) (F)(DIL)= [DNA] ug/ul (50 ng de DNA= 1 D.O 20)
DIL = Volumen de dilucién equivalente a 250 p
Se confirmd la integridad det DNA por medio de una electroforesis en get de agarosa al

0.8% con bromuro de etidio y se corrié a 100 volts por 30 minutos (Figura 7)
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FIGURA 7. DNA extraido de linfocitos de sangre periférica. Gel de agarosa al 0.8% muestra la presencia
de DNA integro. Carril 1: contiene el marcador de peso molecular A-Hind III; carriles 2-7 muestran la presencia
de DNA integro.

5. Analisis de Mutagénesis Dirigida mediada por PCR (PSM)

La técnica de mutagénesis dirigida mediada por PCR (PSM; del inglés PCR-mediated
site-directed mutagénesis) se utilizd para detectar las 4 mutaciones mas frecuentes descritas
previamente en nuestra poblacion (AF508, G542X, N1303K y AIS07). Para llevar a cabo esta
metodologia se sintetizaron un par de oligonucledtidos o primers con un cambio de una sola
base en uno de elios, estos flanquean los sitios en donde se localizan cada una de las
mutaciones antes mencionadas. Asi, el producto ampiificado por PCR (Reaccién en cadena de
la polimerasa) fleva una mutacion puntual intencional que crea un sitio de restriccién para
una enzima especifica en el alelo normal o en el alelo mutado, lo cual permite identificar uno
del otro para cada mutacion (101).

Después de la digestion de los amplificados, los fragmentos se corrieron en geles de
acrilamida al 10% v asi se logrd distinguir el alelo mutado del normal. Las secuencias de los
oligonucledtidos empleados, los tamafios de los amplificados y las enzimas de restriccion para

cada mutacion se muestran en la tabla 3.
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Estas mutaciones se buscaron en todos los casos indice y en los familiares de primer

grado de los pacientes en donde se detectd alguna de estas alteraciones (AF508, G542X,

N1303K y AI507), esto para detectar portadores asintomaticas.

TABLA 3. OLIGONUCLEOTIDOS INICIADORES UTILIZADOS PARA PSM.

MUTACION

AF508

Gb42X

N1303K

Al5Q7

OLIGONUCLEQTIDOS INICIADORES O
PRIMERS

F*: GCACCATTAAAGAAAATATGAT
R: CATTCACAGTAGCTTACCCA

£ CAACTGTGGTTAAAGCAATAGTGT
A*: CACTCAGTGTGATTCCACCTTCAC

F: GAAATATTTTACAATACAATAAGGG
R": CTCCACTGTTCATAGGGATCTAA

F*:GCCTGGCACCATTAAAGAAAGATC
R CTAACCGATTGAATATGGAGCC

ENZIMA
QUE
CORTA

Mbol

Hph!

Ddel

Bglil

TAMANO DEL
PRODUCTO
AMPLIFICADO

219 pb

180 pb

144 pb

181 pb

ALELO
QUEES
CORTADO

Silvestre

Silvestra

Silvestre

Mutante

FRAGMENTOS
GENERADOS
PCR LA
DIGESTION

202 + 17 pb

168 + 12 pb

123+ 21 pb

157 + 24 pb

Los oligonucledtidos iniciadores que introducen la mutacién estdn indicados como F*

(Forward 57 6 R* (Reverse 3", y la base que introduce la mutacion en el producto

amplificado se encuentra subrayada.

Las mutaciones (AF508, G542X, N1303K y AI507) se localizan en los exones 10, 11, 21y

10 respectivamente.

La técnica de amplificacion por PCR para estas mutaciones se realizd en un

termociclador (Perkin Elmer; Gene Amp 9600), las condiciones se describen en la tabla 4.
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TABLA 4. PROGRAMA DE PCR PARA PSM PARA EL ANALISIS DE LAS 4
MUTACIONES MAS FRECUENTES

Temperatura Tiempo Ciclos
a) 94°C 2 min. 1

a) 94°C 20 seq.

b) 55°C 20 seq, 30

c) 72°C 30 seq.

a) 94°C 12 seg.

b) 65°C 20 seqg. 1

¢) 72°C 7 min.

Los pacientes que después de éste tamizaje preliminar resuitaron con al menos un
alelo sin identificar se sometieron al andlisis de 7 exones por la técnica de SSCP
(polimorfismo conformacional de cadena sencilla), la cual se basa en la técnica de PCR

empleando cNTP marcada con P,

6. Amplificacion de 7 exones por el método de PCR

Se estandarizaron las condiciones de amplificacién para los exones 7, 11, 13, 17, 10,
20 y 21 del gen FQ mediante la técnica de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) en un
ciclador térmico Gen-Amp 9600, siguiendo un programa de 30 ciclos, cada uno de los cuales
consta de tres pasos esenciales: desnaturafizacion a 94°C durante 20", alineacion a 55°C
durante 20" y extension a 72°C por 30". La mezcla de reaccion se ajusté a un volumen final

de 10 g, Ia cual estaba compuesta de 2U de Taqg polimerasa, 2.5 pl de buffer 10X, 25 mM de
MgCiy, 10 mM de NTP's 100 ng de cada par de oligonucledtidos correspondientes a cada
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exdn mas 100 ng de DNA. El tamafio de los amplificados se analizé por electroforesis a 85
voits en un gel de agarosa al 2.5%, verificando los tamafios especificos de cada exdn, de

acuerdo a la secuencia del gen de FQ reportada (28).

7. Analisis de SSCP

La técnica de polimorfismo conformacional de cadena sencilla (SSCP) esta basada en
el principic de que las moléculas de DNA de cadena sencilla adquieren estructuras
secundarias de acuerdo a su secuencia especifica, por lo tanto las moléculas que se
distinguen en al menos la sustitucién de una sola base en un fragmento de DNA de 1,000
pares de bases pueden adoptar conformaciones secundarias diferentes y presentar un patrén
electroforético distinto en geles de poliacrilamida (102). Por lo tanto esta metodologia
permite identificar una mutacién puntual y se corrobora por el método de secuenciacion.

Para el SSCP se amplificé cada uno de los 7 exones arriba citados del gen FQ por PCR
como se describe en el paso 2, excepto que en este caso el producto amplificado se marcd
radioactivamente agregando 1 uCi de o P32 a la mezcla de reaccidn, se tomaron 2 pl de ésta
y se llevaron a un volumen final de 10 ! con una solucidén que contiene 95% de formamida,
5 mM de EDTA, 0.1% de azul de bromofenol y 0.1% de xilencianol, esta mezcia se sometid a
desnaturalizacidn a 94°C durante 10 minutos, y posteriormente se le dio un choque térmico
en un bafio de hielo para mantener separadas las cadenas de DNA. Para finalizar, las
muestras se corrieron en un gel no desnaturalizante con una matriz de acrilamida/sacarosa
(6% y 10% respectivamente) con un crosslinking de 2.5. Finalmente los geles se secaron a

80°C durante 90 minutos y se expusieron en una placa de autorradiografia (102).
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8. Analisis de secuenciacion

Las muestras que presentaron cambios electroforéticos 0 un patron anormal de
corrimiento por SSCP, fueron secuenciadas directamente de los productos de PCR por el
método de Sanger (103).

a) PCR pre-secuenciacion.

Fl DNA de una sola cadena fue obtenido por PCR asimétrico (empleando séio uno de
los primers forward o reverse (104) en donde la mezcla de reaccién contenia 3ul del
fragmento amplificado de ta PCR purificado, 2ul del primer especifico (antisentido o
sentido) (100ng/ul diluido 1/16), 2ul de buffer secuenase, 2yl de enzima termosecuenase
y 11pl de agua desionizada para llevar a un volumen final de 20ul. Los fragmentos se
separaron en un gel de agarosa de bajo punto de fusion al 3% para visualizar los

amplificados.

b) Purificacién de fragmentos de PCR

Los ampiificados se purificaron usando microcolumnas de Sephadex del kit QIAquick
Spin PCR de QIAGEN, de acuerdo con las instrucciones del fabricante: 20ui del producto
amplificado es purificado adicionando 5 volimenes de buffer PB a cada tubo del producto
amplificado de PCR mezclado con vortex y se continué con el protocolo proporcionado por
el proveedor para el Kit “purification PCR Spin QIAquick”; el DNA se eluyd adicionando
30ul de agua desionizada y se centrifugd por 60 seg, el producto eluido se uso en la
reaccion de secuenciacién como un templado de DNA.

Se colocaron 4.5ul de mezcla de reaccién de secuenciacion a 4 tubos de 0.6l de cada
dideoxinucledtido (ddG, ddT, ddA y ddC), se mezclaron correctamente y se empled el
siguiente programa para el termociclador 9600 de Perkin Elmer:

Segmentol Desnaturalizacion 95°C/30 seg
X 30 Ciclos

Alineacién 55°C/30 seg
Extensién 72°C/45 seg

31



Después del PCR se agregaron 4ul de una solucidn que contenia: formamida,
formaldehido azul de bromofenol y xilencianol. Las muestras se llevaron a una
temperatura de 94°C por 5 minutos, inmediatamente después se sembraron 3ul de cada
reaccién en un gel desnaturalizante de poliacrilamida al 40%, el cual se corrié a 2000V
durante 1.5, 3.0 0 4.5 h dependiendo de! fragmento amplificado. El gel se seco al vacio a
80°C y se expuso a una pelicula de autorradiografia durante 24-48h.

Es importante hacer notar que algunas muestras se secuenciaron empleando un

secuenciador automatico de Perkin Elmer modelo 310, versién 3.0, ABI-CE1, con el kit
correspondiente ABI-PRISM.
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RESULTADOS

Basqueda dirigida de las mutaciones mas frecuentes.

AF508: En este andlisis el producto de PCR que se obtiene es de 219 pares de bases
(pb). Los alelos sin la mutacién AF508 son digeridos por la enzima Mbol, generando dos
fragmentos, de 202 pb y 17 pb, sin embargo los alelos con la mutacion AF508 no son
cortados. Asi los individuos normales {n/n) o pacientes con FQ sin esta mutacion en ninguno
de sus alelos (uk/uK), muestran ifa banda de 202 pb; los pacientes homocigotos
(AF508/AF508) presentan la banda de 219 pb; mientras que los pacientes heterocigotos
compuestos con la mutacidn AF508 (AF508/uk) y los portadores de esta alteracion (AF508/n),
tienen las bandas de 202 y 219 pb y un fragmento heterodtplex producto del rearregio entre
las cadenas de alelos normales y mutantes durante la PCR (figura 8).

Los resultados de este andlisis mostraron que la frecuencia de la AF508 es de 38.4%,
frecuencia similar a lo reportado por nuestro grupo en 1993 (57), detectandose 19 (16.7%)
pacientes homocigotos y 48 (21.4%) heterocigotos- compuestos con un solo alelo AF508
(AF508/uk).
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FIGURA 8. ANALISIS POR PSM DE LA MUTACION AF508. Ge! de poliacrilamida al 10% que
muestra los productos obtenidos de la restriccion con la enzima Mbol, de los productos amplificados.
Carril 1:caso indice homocigoto AF508 (AF508/AF508); carril 2 y 3: portadores sanos (AF508/n); carril

4: homocigote normal (n/n).
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G542X: Esta mutacion se localiza en el exén 11 del gen FQ y provoca el cambio de
una glicina por un coddn de para en fa posicién 542 de la proteina. El producto amplificado
para el andlisis de la G542X, es un fragmento de 180 pb que al ser digerido con Hphl,
produce dos fragmentos de 168 y 12 pb en el alelo normal, mientras que el alelo con la
mutacién G542X no se corta (figura 9). Asi los individuos normales (n/n) y los pacientes sin
esta mutacidn presentan la banda de 168 pb; los casos homocigotos G542X/G542X muestran
la banda de 180 pb v los individuos con FQ heterocigotos compuestos {G542X/uk), asi como
los portadores sanos de fa mutacion (G542X/n) muestran las dos bandas de 180 y 168 pb.

El 6.7% de los cromosomas FQ estudiados presentd la mutacion G542X: 3 (2.7%)
pacientes fueron homocigotos y 9 (4.0%) pacientes fueron heterocigotos compuestos; de
estos Ultimos, cuatro casos fueron AF508/G542X y cinco pacientes eran portadores de la
mutacion G542X en un alelo y una mutacion desconocida en el otro (G542/uk).

pb 1 2 3 4 5

180

168

FIGURA 9. ANALISIS POR PSM DE LA MUTACION G542X. Gel de poliacrilamida al 15% que
muestra los productos obtenidos de la restriccion con la enzima Hphl, de los productos amplificados.
Carril 1: marcador de peso molecular ladder 100 pb, carril 2: caso indice homocigoto G542X/G542X;
carril 3: padre portador G542X/n; carril 4: hermano normal (n/n); carril 5: madre portadora G542X/n.
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N1303K: Esta mutacion se localiza en el exdn 21 del gen FQ y provoca el cambio de
una asparagina por una lisina en el coddn 1303. El tamario del fragmento amplificado para el
andlisis de esta mutacion fue de 144 pb. En este caso, el alelo normal presenta el sitio de
corte para de la enzima de restriccion Ddel, a partir de donde se producen dos fragmentos
de 123 y 21 pb. Por lo tanto, el alelo mutado permanece intacto despuées de la digestion con
Dde I (figura 10).

Fn las muestras estudiadas, la frecuencia de esta mutacion fue del 2.2%,
detectandose 5 pacientes heterocigotos compuestos: dos pacientes con fa mutacion N1303K
en un alelo y en el otro alelo la AF508 (N1303K/AFS508) y 3 con un alelo N1303K y una
mutacién a(n no caracterizada en el otro (N1303K/uk).

pb

144

123

FIGURA 10. ANALISIS DE PSM PARA LA MUTACION N1303K. Gel de poliacrilamida al 10% que
muestra los productos de amplificacion después de la restriccidn con la enzima Ddel Carril 1:
heterocigoto compuesto N1303K/uk; carriles 2-7: pacientes negativos para la mutacion N1303K, con
mutaciones distintas a la analizada.
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AI507: Esta mutacién se ubica en el exdén 10 del gen FQ y es una delecion del codon
nimero 507 que codifica para la isoleucina. En esta mutacion el producto amplificado por la
PCR es de 181 pb y lleva una mutacién puntual que crea un sitio de restriccion para la enzima
BgllI en el alelo mutada por lo que se produce una banda de 157 pb y otra de 24 pb, por lo
tanto el producto amplificado del alelo normal no puede ser digerido con 8g/ II, mostrando
una banda de 181 pb después de la digestién (figura 11). Es importante mencionar que con
este método de andlisis para la AI507 se logra distinguir también la mutacion AF508 que es
una mutacién aledafia, observandose en este caso fa banda de 181 pb y dos bandas
superiores que son heteroduplex y sirven como marcadores en los heterocigotos de la AF508
(Fig. 11; carrit 1,5y 7)

Esta mutacién AI507, se detectd en el 2.6% de los cromosomas afectados, 4 pacientes
heterocigotos compuestos (AIS07/AF508), y un paciente homocigoto (AI507/A1507).

1 23456 7 pb

181

157

FIGURA 11. ANALISIS POR PSM PARA LA MUTACION AI507. Gel de poliacritamida al 10% que
muestra los productos amplificados restringidos con Bgl IT. Carril 1: control heterocigoto AF508/uk;
carrit 2: control AIS07/AF508; carril 3: paciente portador AI507/AF508; carril 4: hermano normal;
carrit 5: hermano heterocigoto AFS08/N, carril 6: madre portadora AISQ7/N; carril 7: padre partador
AF508/N.

37



ANALISIS DE MUTACIONES POR SSCP

El tamizaje preliminar de las 4 mutaciones més frecuentes permitio identificar el 49.9%
de las mutaciones en los alelos afectados analizados. De los 112 pacientes analizados 36
resultaron con ambos alelos caracterizados, 45 fueron heterocigotos compuestos, con un
alelo caracterizado y el otro con una mutacion desconocida, en tanto que 31 presentaron
smbos alelos con mutaciones ain no caracterizadas. Por lo tanto, 76 pacientes resultaron al
menos con un alelo sin caracterizar. Estos Gltimos fueron sometidos a un segundo rastreo por
SSCP para blsqueda de mutaciones en siete exones, que son considerados puntos calientes
(hotspots) del gen CFTR (Tabla 5)

TABLA 5. EXONES DEL GEN CFTR ANALIZADOS POR SSCP

EXON | DOMINIO QUE | TAMANO

CODIFICAN (pb)
7 T™D1 410
10 NBD1 491
11 NBD1 425
13 REGULADOR 528
17 TMD2 579
20 NBD2 473
21 NBD2 477

Después del andlisis de SSCP para los 7 exones, 11 pacientes mostraron alteraciones
en el patrén electroforético (Figura 12). Para definir la naturaleza de estas alteraciones, se
secuenciaron las muestras, lograndose la deteccion de 9 mutaciones previamente descritas
en la literatura y 2 mutaciones nuevas caracterizadas en este estudio (Tabla 6).
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FIGURA 12 . ANALISIS DEL EXON 13 DEL GEN FQ POR SSCP. Carril 2 y 3 muestran el patrén
electroforético alterado de dos pacientes con FQ; carril 1, 4y 5 patrdn electroforético normal.

Las 11 mutaciones identificadas en esta tesis se muestran en la tabla 6.

De estas mutaciones la $549N fue caracterizada mediante secuenciacién automatica
(Figura 13 a y b). También los familiares de primer grado de los pacientes afectados por esta
mutacion fueron analizados obteniendo un amplificado de 425 pb del exén 11 y restringiendo
posteriormente con la enzima Ddel. Con esta enzima se logra distinguir los alelos normales
de los mutados, ya que los alelos normales permanecen intactos despues de ia restriccién, en
tanto que los alelos mutados presentan el sitio de corte, observando dos fragmentos (238 y
174 pb). (Figura 14)
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a) ACT G AATGG by ACTGANTGG
178 170

FIGURA 13. IDENTIFICACION DE LA MUTACION S549N. Secuenciacion automatica del exdn
11; a) corresponde a la secuencia del paciente con FQ, en donde se observa el cambio de una
G por una A en la posicion 1778 en ambos alelos y b) secuencia correspondiente de la Madre
del paciente, en la que se observa el alelo alterado igual que el del paciente y el alelo normal.

1t 2 3 45 6 7 8 9 10 pb

425

238
174

FIGURA 14. ANALISIS DIRIGIDO DE LA MUTACION S549N. Gel de poliacritamida al 10% que
muestra los productos amplificados restringidos con Ddel. Carril 1: Marcador de pesos moleculares
leader (100pb); carril 3: heterocigoto conocido S549N/X; carril 4: control homocigoto S549N; carril 5y
6 padres portadores de la S549N; carril 7: hermano portador; carril 8 y 9: hermanos homocigotos
normales, carril 10: caso indice homocigoto S549N.
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TABLA 6. MUTACIONES IDENTIFICADAS POR SSCP

Nombre de Cambio de la Ubicacion | No. de alelos Tipo de
la mutacion | secuencia de DNA (exon) afectados mutacion

S549N GaAen 1778 11 3 Sentido erroneo
Ser a Ash en
549

1506T TaCen 1649 10 2 Sentido erroneo
Iie a Thr en
506

2183AA-G A a G en 2183 y 13 2 Alteracién en el

delecidonde A en 2184 marco de

lectura

3199del6 Del de ATAGTG en 17 2 Alteracion en el

3199 marco de

lectura

1716G—>A GaAenl716 10 1 Splicing

L5585 TaCen 1805 11 1 Sentido erroneo
leu a Ser en
558

W1089X G a Aen 3398 17 1 Sin sentido

Y1092X Ca Aen 3408 17 1 Sin sentido

1078delT Del de T en 1078 7 1 Alteracién en el
marco de
lectura

pP750L* G—Ten 2381 13 1 Sentido erréneo
Pro a Lis en
750

W1098C* G—Ten 3426 22 1 Sentido erroneo
Trp a Cys en
1098

* Mutaciones nuevas, detectadas en este estudio.
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MUTACIONES NUEVAS

En este estudio se caracterizaron dos mutaciones nuevas, las cuales fueron
detectadas en solo un cromosoma en nuestra muestra de pacientes analizados con FQ.
Las dos son mutaciones de sentido erréneo que cambian un aminoacido por otro
(W1098C y P750L).

W1098C

Esta mutacidn es una transversion de G a T fue detectada en el cromosoma
materno en el nucledtido 3426 en el exén 17b el cual codifica para el dominic TMD2 de
la proteina CFTR. A nivel de CFTR, existe un cambio de triptofano a cisteina en el
aminoacido 1098 de la proteina. W1098C fue detectada en un paciente masculino
portador de la mutacién severa R75X en el ex6n 3 del alelo paterno (Figura 15). El
paciente con genotipo R75X/W1098C presentd suficiencia pancreética y manifestd un
cuadro clinico leve de FQ a la edad de 23 afios. Dado que la mutacion R75X se ha
descrito como una mutacién grave, las manifestaciones leves de la enfermedad fueron
atribuidas a W1098C, considerandose como una mutacion leve.
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FIGURA 15. CARACTERIZACION DE LA MUTACION W1098C. Secuenciacién del exdn 17
del gen CFTR, los nimeros indican pacientes analizados; en el paciente No. 1 se
muestra un cambio de G por T. El No 2 es una muestra normal,
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P750L

Esta mutaciones una transicion de C a T en el nucledtido 2381 del exon 13b el cual
codifica para el dominio R del CFTR. A nivel proteico cambia una profina por una feucina en el
aminoacido 750 de la CFTR (Figura 16).

Esta mutacion fue encontrada en un paciente masculino que es portador de la
mutacion A508 en el otro cromosoma. Este paciente tiene un fenotipo severo con inicio de la
enfermedad a los dos meses de edad, presenta insuficiencia pancredtica y afeccion pulmonar

crénica. Con base en su cuadro clinice, esta mutacidn fue clasificada como grave.

G)>—IJ>O-1(DOQ—IOG)O>
|

Normal Paciente

FIGURA 16. CARACTERIZACION DE LA MUTACION P750L. Secuenciacion def exon 13. La
flecha muestra una alteracion en la secuencia del paciente con FQ, que es un cambio de un
nucledtido de C por T en la posicion 2381.



ANALISIS DE MUTACIONES EN LA POBLACION MEXICANA.

En la tabla 7 se muestra la frecuencia de cada una de las mutaciones analizadas en
nuestra poblacion. En los 112 pacientes mexicanos con FQ analizados (224 cromosomas) se
encontrd que la mutacion AF508 fue el alelo que predoming, con una frecuencia del 38.4%
en los cromosomas FQ. De los pacientes que presentaron esta mutacion, 19 ('38 cromosomas
que representan el 16.7%) fueron homocigotos y 48 pacientes (21.4%) heterocigotos
compuestos. La segunda mutacion mas frecuente fue la 542X presente en el 6.7% de los
cromosomas FQ, seguida por su frecuencia la AI507 con un 2.6%, la S549N v la N1303K se
detectaron en el 2.23% de los cromosomas analizados; en tanto que el resto de las
mutaciones se detectaron en menos del 1% de los cromosomas afectados. En la tabla 8, se
comparan las frecuencias obtenidas en este trabajo, con las reportadas en la literatura. En
México, la mutacién AF508 se presentd con menor frecuencia (38.4%) que a nivel mundial
(67.7% CIFQ), mientras que las mutaciones G542X (6.7%), AI507 (2.6%) y S549N (2.23%),
fueron significativamente mas frecuentes que lo reportado por el Consorcio Internacional de
Fibrosis Quistica. La mutacién N1303K la detectamos con una frecuencia cercana a lo
reportado en poblacior{es del Sur de Europa (Tabla 8).

Con este andlisis en los pacientes con FQ se logrd identificar la presencia de 18
mutaciones, incluyendo dos nuevas en el gen CFTR. Este andlisis completo permitio
caracterizar 60.2% de los cromosomas FQ. De éstas s6lo 5 presentaron una frecuencia mayor
al 1%, mientras que 13 se encontraron sélo en uno o dos cromosoma cada una y por tanto
representan menos del 1% de los cromosomas analizados. Es importante destacar que de las
18 de mutaciones caracterizadas sblo 3 (16.66%) son mutaciones leves y el resto son
mutaciones graves , lo cual es similar a lo descrito en otras poblaciones, en donde se incluyen
pacientes con FQ tipica (Tabla 7).
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TABLA 7. FRECUENCIA DE LAS MUTACIONES EN PACIENTES MEXICANOS CON
FIBROSIS QUISTICA

MUTACION | NO. CROMOSOMAS | FRECUENCIA

AFECTADQS (%)
AF508 86 38.4
G542X 15 6.70
AIS07 6 2.67
S549N 5 2.23
N1303K 5 2.23
2055del9—A 2 0.90
1924del7 2 0.90
AT506* 2 0.90
2183AA—G 2 0.90
3199del6* 2 0.90
R553X 1 0.44
G551D 1 0.44
1716G-A 1 0.44
L5585 1 0.44
W1089X 1 0.44
Y1092X 1 0.44
P750L 1 0.44
W1098C* 1 0.44
TOTAL 135 60.26
-

* Mutaciones leves
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TABLA 8 DISTRIBUCION GEOGRAFICA DE LAS MUTACIONES FQ MAS

FRECUENTES
MUTACION FRECUENCIA EN | FRECUENCIA EN|FRECUENCIA EN)FRECUENCIA
MEXICANOS CAUCASICOS ESPANOLES MUNDIAL (CIFQ)

AF508 38.40 70.2 54.0 67.1
G542X 6.70 2.07 8.0 3.4
AI507 2.6 0.26 0.06 0.2
N1303K 2.23 0.98 2.45 1.8
S549N 2,23 0.08 0.02 0.1
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CORRELACION GENOTIPO-FENOTIPO

Una vez identificadas las mutaciones en este trabajo se procedié a realizar la
correlacion del genotipo (mutaciones en CFTR) con el fenotipo (cuadro clinico) de 94
pacientes no relacionados con diagnéstico de FQ e historia clinica compileta, los cuales se
clasificaron en diferentes grupos, de acuerdo a los genotipos ya determinados (Tabla 9).

TABLA 9. CLASIFICACION DE PACIENTES SEGUN SU GENOTIPO

GRUPO | GENOTIPO
| AF508/AF508
Il AF508/C
113 AF508/uk
v C/C
v Cl/uk
VI C/uk
VII - G542X/uk
VIII uk/uk

C. Mutaciones distintas a AF508
C1. Mutaciones leves
uk. Desconocida

MANIFESTACIONES CLINICAS

De los 94 casos indice incluidos el 58.5% (55/94) eran varones, en tanto que el 41.5%
(39/94) eran mujeres. Este andlisis revela que el promedio de edad de inicio de los sintomas
era de 16 meses de edad, sin embargo el lapso transcurrido entre ésta y la edad al
diagndstico fue en promedio de 40.9 meses. Es importante mencionar que existe diferencia
entre el promedio de sobre vida de nuestros pacientes (8 afios) y el de los paises
desarrollados (>30 afios) en donde el diagndstico se realiza a mas temprana edad.
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El 75.5% (71/94) de los pacientes presentaron cultivos positivos por Pseusomona
aeruginosa, este dato y las manifestaciones gastrointestinales (72.3% con esteatorrea y
malabsorcion) fue similar a lo reportado en la literatura (1). Entre otras complicaciones
presentes en este grupo de pacientes se detectd: cirrosis en 1.06%, diabetes meliitus en

3.19% y falla en el crecimiento nutricional en el 14.8%.

Es interesante hacer mencidn la baja frecuencia de consanguinidad que encontramos en los
padres de los pacientes (3.2%). Este resultado aunado a que cerca del 4.2% de los pacientes
presentaron antecedentes de FQ en familiares de segundo grado, sugiere una alta frecuencia

de portadores asintomaticos en nuestra poblacion.

Analizando los pacientes del grupo I (AF508/AF508), se confirma que la mutacion AF508 estd
asociada con una presentacion clinica severa de la enfermedad, manifestandose en todos los
casos (100%) (17/17) con esteatorrea y malabsorcion intestinal y por fo tanto todos
presentaban insuficiencia pancreatica (IP), en tanto que el 76.4%(13/17) presentaba afeccion
puimonar, el 70.5% (12/17) de este grupo presentaba enfermedad puimonar cronica y solo el
5.8%(1/17) manifiest¢ afeccién puimonar aguda, por otro lado se observd que la edad de
inicio del padecimiento es a temprana edad como se describe en la literatura (Tabla 10).

En el analisis del grupo II (AF508/C) se observo que el 78.9% (15/19) de los pacientes
presentaban esteatorrea con malabsorcion intestinal y e 89.5% (17/19) IP, el restante
10.5% (2/19) fue suficiente pancredtico (SP). De estos resultados se deduce que en los
pacientes con IP la AF508 estd asociada con una mutacidn grave en todos los casos, mientras
que en el resto ademds de presentar la AF508 en uno de sus alelos presenta una mutacion
leve en el otro, ya que las mutaciones leves son dominantes sobre las graves y provecan una
funcion residual de la proteina CFTR. Las manifestaciones pulmonares se detectaron en este
grupo en el 78.9% (15/19) de los pacientes, de los cuales el 68% (13/19) son pulmonares
crénicos y el 10.5% (2/19) presentan afeccidn puimonar aguda. También se observd en este
grupo una edad temprana de inicio del padecimiento (Tabla 10).
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En el grupo III (AF508/uk) el 63.2% (18/26) manifestd IP y el 30.76% (8/26) son SP, por [o
que se sugiere gque las mutaciones alin no caracterizadas en estos pacientes suficientes
pancreaticas son leves. Las manifestaciones pulmonares se detectaron en el 80.76% (21/26)
de los pacientes, el 73.0% (19/26) con enfermedad pulmonar cronica y el 7.69% (2/26%)
con afeccidén pulmonar aguda. Al igual que los dos grupos anteriores, estos pacientes
presentan una edad de inicio de los sintomas muy temprana (Tabla 10).

Es importante mencionar que en los grupos Iy III se detectd una mortalidad del
17.6% vy 11.5% respectivamente.

En el grupo IV (C/C), en donde se incluyeron 3 pacientes con ambos alelos
caracterizados, uno de elios manifesté esteatorrea con malabsorcion intestinal e IP, mientras
que los otros dos son SP. Los 3 pacientes presentaron afeccion pulmonar crénica con una
edad de inicio de la enfermedad que va desde los 2 a los 10 afios de edad (Tabla 10). En este
grupo se esperaba que todos fos pacientes presentaran insuficiencia pancredtica, ya que las
mutaciones caracterizadas en estos pacientes son consideradas como severas (G551D,
R553X, AIS07 y S549N). por lo que necesariamente los 2 pacientes que presentarbn SP en

este grupo, tienen que tener un seguimiento para vigilar el desarrollo de la IP.

El analisis del grupo V (C1/uk), reveld que el 66.6% (2/3) manifiestan esteatorrea y
malabsorcién, por lo tanto presentan IP, en tanto que el 33.3% (1/3) son considerados como
SP. Por otro lado ! 100% (3/3) de los casos manifiestan afeccion pulmonar ¢rénica. Con una
edad de inicio de los sintomas gue va desde los 9 meses hasta los 3 afios. En este grupo en
donde las mutaciones caracterizadas son leves (3199del6 y W1098C), se esperaba que el
100% de los casos presentaran un fenotipo de SP, con io cual, vemos que no necesariamente
todos los pacientes que portan mutaciones leves tienen que estar asociados con un fenotipo
moderado.

En el grupo VI {C/uk) se determind que el 66.6% (4/6) manifiestan estealoirea y
malabsorcién por lo que son 1P y el 33.3% (2/6) son suficientes pancreaticos, el 100% (6/6)
de estos pacientes manifiestan afeccidn putmanar, de los cuales el 83.3% (5/6) son crénicos
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y el 16.6% (1/6) son agudos, presentan una edad temprana de inicio del padecimiento (Tabla
10). En este grupo de pacientes todas las mutaciones caracterizadas son mutaciones graves
(2055del9, N1303K, S549N y Y1092X) por lo que se sugiere que el 66.6% de ellos que
presentan IP seguramente tienen una mutacién grave en el alelo aln no caracterizado, lo
cual agudiza las manifestaciones clinicas, mientras que 1os SP (33.3%) deben presentar una
mutacion leve en el alelo desconocido.

En el grupo VII (G542X/uk) se determind que el 75% (6/8) presentan esteatorrea y
malabsorcién intestinal, lo que les conduce a gue presenten también IP, en tanto que 2/8
(25%) presentan SP, en cuanto a fa afeccion pulmonar se observa que el 87.5% (7/8) de los
pacientes la manifiestan y de estos 75% (6/8) son crénicos y el 12.5% (1/8) son agudos
(Tabla 10). Haciendo el andlisis de las mutaciones se observa que el 66.6% que son IP
presentan en ambos alelos mutaciones graves en donde estan incluidos 2 de los pacientes
homocigotos G542X, un paciente heterocigoto compuesto G542X/S549N y 3 pacientes con la
mutacién G542X y una ain no caracterizada. El 25% que son SP lo representan 2 pacientes
heterocigotos compuestos (con ta mutacion G542X y una mutacion desconocida), a pesar de
presentar la G542X que es una mutacion grave, se estima que en el otro alelo presenta una
mutacién leve.

En el grupo VIII (uk/uk) se logré determinar que el 75% (9/12) presentaban
esteatorrea y malabsorcion intestinat asi como IP, en tanto que el 25% (3/12) son SP. Por
otro lado se observd que el 83% (10/12) presentan afeccidén pulmonar crénica y tienen una
adad de inicio de la enfermedad que va desde el mes hasta los 4 afios. En este grupo a pesar
de no tener caracterizados ambos alelos, se sugiere que el 25% de los pacientes presentan

una mutacion leve al menos en uno de sus alelos (Tabla 10)
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DETECCION DE PORTADORES DE LAS MUTACIONES MAS FRECUENTES EN LA
POBLACION MEXICANA.

La deteccién de portadores en [as familias afectadas se realizd con el objetivo de
brindar un asesoramiento genético de certeza y en este trabajo se Hevo a cabo la bisqueda
dirigida de 298 familiares de primer grado en las familias en donde va se habia detectado
alguna de las mutaciones mas frecuentes en los casos indice: 112 madres, 86 padresy 110

hermanos.

Las mutaciones que portan los familiares fue posible identificarlas en 55 Madres y 46
Padres. De los 110 hermanos, 16 presentaron manifestaciones clinicas y fueron homocigotos
o0 heterocigotos compuestos para algunas de las mutaciones en el gen CFTR con o que se
corrobord el diagndstico de FQ molecularmente. De los 94 hermanos fenotipicamente sanos,
17/94 (18.08%) fueron genéticamente normales; en tanto que 34/94 (36.17%) fueron
diagnosticados como portadores. En 43/94 (45.74%) no se pudo establecer el diagndstico de
certeza ya que resultaron ser hermanos de pacientes con alelos aln no caracterizados; en
ellos no se descarta el estado de portador ya que podrian presentar un genotipo normal
(N/N) o un genotipo de portador de la mutacion alin no caracterizada (uk/N).
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E/MA; Esteatorrea y malabsorcion intestinal

IM: lleo meconial

Ol: Obstruccién intestinal

PR: Prolapso rectal

A: Afeccion pulmonar aguda

PC: Pulmonar crénico

Ecala de Swacman/Brasfield: M mala, B buena, G grave, MG muy grave, E exelente
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DISCUSION

En México no se conoce la frecuencia real de la FQ, ya que ésta es una de las muchas
enfermedades que se enmascaran con otros padecimientos comunes en nuestro pais, como
desnutricién, problemas gastrointestinales y problemas respiratorios cronicos entre otros. La
determinacion de cloruros en sudor, que hasta la fecha es una prueba diagnostica para
detectar fa FQ, presenta algunas desventajas: 1) algunos pacientes presentan cloruros en
sudor entre el limite normal y el anormal y 2) no detecta portadores. En contraste el analisis
molecular da la posibilidad de prevencién de padecimientos como la FQ, donde no existe un
tratamiento oportuno. Asi mismo el diagnostico molecular permite detectar las mutaciones del
gen CFTR, que provocan la FQ en los pacientes, ademas permite establecer un pronostico de
la enfermedad, lograr un diagndstico temprano para ofrecer un tratamiento oportuno,
ademas de la deteccién de portadores, para brindar un asesoramiento genético de certeza en
las familias afectadas y en algunos casos diagndstico prenatal.

Actualmente se han descrito mas de 850 mutaciones en el gen CFTR. La mayoria de
estas’mutaciones son poco comunes, muchas de ellas tienen una frecuencia menor del 1%.
{3 variacidn en la frecuencia de las distintas mutaciones en este gen, en los distintos grupos
étnicos ocasiona que en algunas paoblaciones con poco mestizaje o de caracter endogamico,
predominen una o dos mutaciones. Como es el caso de las poblaciones Caucasica y Judio
Ashkenazi, en donde al realizar la blsqueda dirigida de 5 mutaciones en pacientes con FQ se
logra identificar del 85 al 96% de los alelos afectados respectivamente, mientras que en
aquelias poblaciones con alto grado de mestizaje existe una gran diversidad de mutaciones,
como es el caso de la poblacién mexicana; en este trabajo se muestra que a pesar de
implementar estrategias novedosas como el SSCP posterior al tamizaje dirigido de 12 distintas
mutaciones se logré la caracterizacion del 60% de los alelos afectados, por lo que se piensa
que quizd muchas de las mutaciones presentes en nuestra poblacién adn no han sido
caracterizadas, esto se ve claramente, por la hallazgo de las 2 mutaciones nuevas descritas
en este trabajo (105).

Los datos obtenidos de nuestra blsqueda inicial sugirieron la presencia de mutaciones

Unicas para la poblacion mexicana.
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la deteccion y andlisis de las 4 mutaciones mas frecuentes en nuestra poblacion,
revelé que la frecuencia de fa mutacién AF508 en la poblacion estudiada fue baja (38.4%) en
comparacién a lo reportado a nivel mundial y es muy similar al 45% (106) y 34.4% (107)
encontrado en otras regiones de México. La mutacion G542X tiene una frecuencia mas
elevada (6.70%) que la descrita a nivel mundial (46), pero es similar a lo encontrado en
pacientes Hispanos (59).

Por otra parte, la mutacién AIS07 previamente reportada por el Consorcio
Internacional de Fibrosis Quistica, como una mutacidn rara y con una frecuencia menor al
1%, en nuestra poblacidn se encontré en el 2.6% de los cromosomas FQ analizados. Este
hallazgo puede deberse a que en nuestros pacientes se realiza la blsqueda dirigida de esta
mutacién AI507, mientras que otros autores asumen que en los alelos en los cuales se
identifica la AF508, la mayoria efectivamente tienen la mutacion AF508, aunque algunos
podrian en realidad tener la AI507 (108). En otras palabras, ia mutacidon AF508 puede ser
enmascada por la AI507 cuando se realiza la bisqueda dirigida de la AF508, mediante
mutagénesis sitio dirigida (PSM), ya que ambas mutaciones se localizan en codones
contiguos, Y los pacientes heterocigotos compuestos para las dos mutaciones (AF508/AI507)
resultan con un patrén de homocigotos para la AF508, debido a que al realizar el PCR
solamente se amplifica el alelo mutado por la AF508 v no el de fa AIS07, precisamente por
una doble falla en la alineacién de los primers, que resulta por un lado por el cambio de una
base en uno de los primers para realizar la PSM y por la delecién de un coddn (AI507); por
esta razdn es necesaria la busqueda dirigida de esta mutacidn en todos los casos, para evitar
que pueda ser subestimada, como creemos que sucede en varias poblaciones, si no se busca

intencionadamente.
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Un hecho relevante es que lfa mutacion S549N fue relativamente frecuente en nuestra
poblacién (2.5%) mientras que a nivel mundial se reporta con una frecuencia menor al 0.1%
y no se encontré en una muestra de 640 familias espafiolas con FQ (59) ni en 114 familias
argentinas (55).

Los datos abtenidos de nuestra blsqueda inicial, en donde se identificd cerca del 50%
de los alelos afectados, sugirieron la presencia de mutaciones Unicas para la poblacion
mexicana y que el espectro de mutaciones consiste de un gran namero de alelos CFTR poco
frecuentes. Para caracterizar el espectro de mutaciones, se analizaron mediante la técnicas
de SSCP, las muestras de los pacientes que resultaron con al menos un alelo desconocido
después de la primera basqueda. Esta estrategia nos permitid identificar un total de 18
mutaciones diferentes en 112 familias y se incremento el nivel de deteccidn de mutaciones de
la poblacién estudiada hasta un 60%. El porcentaje de alelos mutados caracterizados en la
poblacién estudiada es bajo, como lo observado en otras poblaciones principalmente del Sur
de Europa que presentan una frecuencia relativamente baja de la mutacion AF508. En el sur
de Francia, se han identificado un total de 40 mutaciones, lo que representa 91% de los
cromosomas caracterizados (51); en el Noreste de Italia 22 mutaciones equivalen al 90% de
los alelos FQ (53), en Grecia 21 mutaciones se encontraron en 74.5% (109) y 75 mutaciones
representan 90.2% de los alelos espafioles (59).

La complejidad del espectro de mutaciones observado en el gen CFTR de
nuestros pacientes puede explicarse por la mezcla genética entre las poblaciones del Sur ce
Furopa y Amerindia que conforman ia poblacidon Mexicana. De las 18 mutaciones identificadas
en este estudio , 3 fueron leves y 15 fueron graves, lo cual es similar a lo descrito en otras
poblaciones, en donde se incluyen pacientes con FQ tipica.

Entre estas 18 mutaciones caracterizadas se incluyen dos mutaciones nuevas en nuestra
poblacién, que no han sido descritas en ofros paises: (W1098C y P750L). Con los resultados
obtenidos hasta el momento, es dificil realizar una correlacion fenotipo-genotipo de las
mutaciones nuevas porque solo se cuenta con un paciente FQ para cada mutacién. La
W1098C se consideré una mutacidn leve, porque el paciente tiene manifestaciones leves a

pesar de tener una mutacién grave (R75X) en el otro alelo vy la literatura refiere que las
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mutaciones leves son dominantes sobre las graves. En contraste, la otra mutacidn nueva se
clasificd como grave de acuerdo con el cuadro clinico observado en el paciente que la
presenta ya que manifiesta insuficiencia pancredtica (IP) y afeccién pulmonar cronica. Es
importante mencionar que estas dos mutaciones nuevas fueron ya publicadas, donde se
reportan otras 3 mutaciones nuevas(846delT, 4160 insGGGG y 297-1G—A) (105) que junto
con las descritas anteriormente ya son 7 las detectadas en la poblacién Mexicana. Esto puede
ser el reflejo de la alta heterogeneidad de nuestra poblacién afectada con FQ, lo cual puede

explicarse por la compleja composicién étnica de la poblacién Mexicana.

Por otra parte, se sabe que et andlisis molecular del gen de la FQ ha contribuido de
manera muy importante al conocimiento de la fisiopatologia de la enfermedad y al
antendimiento de la correlacidn entre el efecto de las diferentes mutaciones en 1a funcion de
la proteina y su repercusién en el cuadro clinico del paciente. El cuadro clinico de la FQ se ha
descrito como un amplio espectro de signos y sintomas, donde un paciente puede presentar
desde un cuadro grave como en el caso de los homaocigotos AF508, hasta un cuadro muy leve
como en el caso de los homocigotos G551S. En ocasiones el cuadro es atipico
manifestandose como Unico sintoma esterilidad primaria por ausencia congénita de los vasos
deferentes (CBAVD) (81).

Es importante destacar que todas las mutaciones afectan de manera diferente la
funcién de la proteina, y que las combinaciones de las mutaciones afectan de manera
particular el transporte de cloro a través de las membranas epiteliales. Ademds, la expresion
de un gen también se encuentra influenciada o modificada por su interaccion con los otros
50,000 o 100,000 genes que son diferentes en cada individuo, y por los factores ambientales.
Por Io tanto las variaciones en el genotipo (mutaciones especificas) se ven reflejadas en el
fenotipo, estd demostrado que el grado de correlacién entre el genotipo CFTR vy el fenotipo
FQ varfa, entre las caracteristicas clinicas y en gran medida por el estado pancreadtico, asi
como en menor proporcidn la afeccion pulmonar; esta pobre correlacién entre el genotipo
CFTR v la severidad de fa afeccién pulmonar sugiere fuertemente una influencia ambiental y
secuandariamente, factores genéticos (genes modificadores). Ciertos genes se relacionan con

una respuesta inmune adaptativa que tiene que ser implicada como genes modificadores. En
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- el caso del ileo meconial (IM), que es una obstruccion intestinal severa, detectada en el 15-
20% de los pacientes con FQ al nacimiento y cursan con insuficiencia pancredtica, se ha visto
que no necesariamente tienen que ser detectadas mutaciones en el gen CFTR, en algunos
casos. Un rango de recurrencia familiar de 29% sugiere que otros factores genéticos son
involucrados en la expresidn del fenotipo de IM, como es la presencia de un gen FQ
modificador para IM que se localiza en el cromosoma 19 en la regién 13.2 en humanos. Con
lo anterior se explica la variabilidad del cuadro clinico de la fibrosis quistica, sin embargo,
existen reportes donde se muestra que 1a funcion pancredtica en la mayoria de los pacientes
depende directamente de su genotipo (110}, posiblemente por la poca influencia del medio
ambiente sobre éste 6rgano. En contraste, en los pacientes con manifestaciones pulmonares
se ha observado que independientemente del tipo de mutacién, la afeccion es variable,
incluso en pacientes con el mismo genotipo.

En este trabajo, encontramos que el 78.72% (71/94) de los pacientes presentd
insuficiencia pancredtica. Los pacientes con SP se detectaron en todos los grupos, excepto en
el grupo I, los cuales son homocigotos AF508 v la severidad de los sintomas se ve reflejada
en su genotipo.

Al analizar la afeccién pancredtica de los pacientes se observa claramente una
correlacién entre la gravedad de las manifestaciones clinicas y el inicio temprano de las
mismas. Por otro lado, aunque el lapso entre el inicio de las manifestaciones clinicas y el
diagndstico de la enfermedad fue prolongado en todos los grupos, el lapso transcurrido se
hizo atin mas grande cuando los pacientes presentaban un cuadro con funcién pancreatica
normal.

Al realizar en nuestro estudio la blsqueda de portadores en los familiares de primer
grado encontramos que de 286 individuos analizados 135 son portadores de alguna de las
mutaciones mas frecuentes en nuestra poblacidn (47.2%), lo cual revela una frecuencia alta
de portadores en las familias afectadas.

La baja frecuencia de consanguinidad detectada en las familias afectadas con FQ de
3.19% (3/94), asi como el nitmero de familiares de segundo grado afectados que detectamos
(4.2%), nos lleva a pensar que la frecuencia de portadores en nuestra poblacion es alta.
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Es importante hacer notar que a pesar de los grandes avances a nivel molecular y
terapéuticos que se han realizado de la FQ, en México hace falta mayor informacion sobre
este padecimiento. Un estudio realizado en el Instituto Nacional de Pediatria en 1980, mostrd
que de 32 casos con fibrosis quistica diagnosticados en 3,260 autopsias consecuitivas, sblo 9
se sospecharon en vida (111). AGn mas, en los afios 90's algunos casos fueron
diagnosticados postmortem mediante analisis molecular (112), por lo que es de esperarse
que en los hospitales de primero y segundo nivel un gran numero de individuos con fibrosis
quistica mueran sin diagndstico y sin tratamiento adecuado. Es por ello que contar con
estrategias para el analisis molecular del gen FQ es un logro importante para el diagndstico y
prevencion de la fibrosis quistica.
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CONCLUSIONES

 La frecuencia de la mutacién AF508 fue mas baja que la reportada a nivel mundial y
nos ubica dentro de los paises de mas baja frecuencia.

14 frecuencia de la mutacidn G542X fue mas alta que la reportada por el Consorcio
Internacional de Fibrosis Quistica, pero similar a otras poblaciones hispanas.

. Las mutaciones AI507 y S549N que son mutaciones de muy baja frecuencia a nivel
mundial, en nuestra poblacion se encuentran dentro de las 5 mutaciones de mayor
frecuencia.

. Se describen dos nuevas mutaciones (W1098C y P750L) que provocan el cambio de un
aminodcido por otro en la proteina CFTR, produciendo un cuadro clinico leve y grave
respectivamente.

. Dada la heterogeneidad génica de nuestra poblacion, al realizar el analisis de 18
mutaciones distintas logramos caracterizar €l 60% de los cromosomas afectados.

. A pesar de que la técnica de SSCP simplifica la bisqueda de mutaciones desconocidas
0 poco frecuentes, la caracterizacion de las mutaciones presentes todavia es baja, por
lo que sugerimos que el resto de las mutaciones en nuestra poblacion no se
encuentran en los puntos calientes del gen, analizados en este trabajo.

. Con este trabajo surge la necesidad de implementar nuevas estrategias para blsqgueda
de mutaciones que aumenten la eficiencia del rastreo de las mutaciones presentes en
nuestra poblacion.

. La baja frecuencia de consanguinidad entre los padres de los pacientes, asi como el
néimero de familiares de 20. grado afectados, sugieren que la frecuencia de portadores
de FQ en la poblacion mexicana es aita.
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APENDICE

Preparacion de reactivos y soluciones

Reguiador para lisis de células rojas. (BLCR)
- Tris(pH 7.6) 10 mM

- MgCl 5 mM
- NaCl 10 mM
Regulador para lisis de células blancas. (BLCB)
- Tris (pH 7.6) 10 mM
- EDTA (pH 8) 10 mM
- NaCl 50 mM
- SDS 0.2 %

-Proteasa (proteinasa K) 200 ug/mil

Fenol saturado (Carlo Erba o BRL o destilado)
- Disolver 300 ml de Fenol 100% a 68 ©
- Poner en una botella estéril de 500 ml:
200 mi de HpO destitada estéril

2 ml de g-2 mercaptoetanol puro
4 ml de tris-HC! 1 M, pH 8.0
292.5 W de NaOH 1 N

Combinar esta mezcla con l0s 300 mi del fenol fundido
Cubrir con papel aluminio la botella y dejar el fenol a 4 °C toda la noche antes de
usarlo.

Cloroformo/isoamilico  24:1
- 24 partes de cloroformo
- 1 parte de isoamilico

Agarosa 2.5%y 0.8 %
- Aforar con TBE 1X



Bromuro de etidio
- 5 mg en cada ul

TBE 10X (TRIS-BORATO-EDTA)
- Tris.Borato 09 M
- EDTA 0.02 M

TE (TRIS-EDTA)
-Tris (pH 8) 1.0 mM
- EDTA (pH 8) 0.1 mM

Enzima utilizada en la amplificacion.

Enzima Concentracién Buffer 10X
Amplitaqg DNA polimerasa 10 U/pl 100 mM tris HCI,

Enzimas de restriccion.
Enzima Incubacion Buffer de reaccion.

Mbol 37 °C NEBuffer 3
100 mM Nacl, 50 mM Tris Hcl,
10 mM MgClp,

1 mM ditiotreitol (pH 7.9)

Hphl 37°C NEBuffer 4
50 mM acetato de potasio,
20 mM Tris acetato,
10 mM acetato de Magnesio,
1 mM ditiotreitol (pH 7.9)

Ddel 37°C NEBuffer 3
100 mM NaCl,
50 mM Tris-HCl,
10 mM MgCly,

1 mM ditiotreitol (pH 7.9)
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Bgl II 37¢C NEBuffer 3
100 mM NaCl,
50 mM TRis-HCI,
10 mM MgCly,

1 mM ditiotreitol (pH 7.9).

Acrilamida/bisacrilamida 30%
- 29 partes de acrilamida
- 1 parte de bisacrilamida
- aforar a 100 ml con Hp0 destilada

Buffer acarreador
- Azul de bromofenol 0.25 %
- Xilencianol 0.25 %
- Ficoli 400 (H>0 dd) 15%

Marcadores de pesos moleculares
DNA Ladder.
Este marcador de pesos se encuentra formado por fragmentos de una longitud de
100 a 1,500 pb, con un incremento de 100 pb en cada fragmento.

Preparacién de geles de poliacrilamida para mutagénesis sitio dirigida.

Porcentaje 10% 15%

TBE 5% 2.00 ml 3.26 ml
Acril /bisacrilamida 30% 3.06 mi 5.00 mi
H>O 483 m 1.56 ml

AP 10% 100 w 163 ul
TEMED 10 16.3ul
Vol. final. 10.00 ml 10.00 mi

Preparacion de gel para SSCP

Solucion 1

Acrilamida al 6%, con un crosslinking de 2.5 y sacarosa al 10%
Acrilamida 40% 15 ml
TBE 10X 10 mi
Sacarosa i0g

Lievar a un vol. Final de 100 ml.

De la solucion 1 se tomaron 15 ml
TBE 5X 3.6mi

72



H,0dd 41.4 mi
Persuifato de amonio 10% 240 ul
TEMED 24 nl

Lo anterior se lleva a un volumen de 60 mi, cantidad necesaria para una camara de

electroforesis vertical de 45 cm x 70 cm.

Solucién Stop para SSCP y secuenciacion

Formamida 95% 19 ml
EDTA 20 mM 0.15¢
Azul de bromofenol 0.5% 0.01g
Xilen Cyanol 0.5% 0.01g
H.Odd 20 mi

Preparacién de gel para Secuenciacion:

Acrilamida al 40%

Acrilamida 200g
Bis-acrilamida 6.79

Aforar a 500 ml

Beffer GTG 20x

TRIS 216g
Taurina 729
EDTA 49

Aforar a 1000 mil
Para Buffer de corrida se lleva a 0.8x
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