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RESUMEN

La fibrosis quistica (FQ) es la enfermedad autosémica recesiva mas frecuente en la
poblacion caucasica con una incidencia de 1 en cada 3000 nacidos vivos (NV). En
México, la incidencia estimada es de 1 en 8500 NV con una esperanza de vida de
aproximadamente 18 afios. Las principales manifestaciones clinicas de la FQ son:
niveles elevados de cloruros en sudor, falla pancreatica y enfermedad pulmonar
progresiva con infecciones recurrentes en las vias respiratorias. Este padecimiento
se presenta por variantes patogénicas en el gen CFTR que producen la pérdida o
disminucién de funcibn de la proteina reguladora de la conductancia
transmembranal de la fibrosis quistica. A nivel mundial se han identificado mas de
2,000 variantes en el gen CFTR. En México, los estudios realizados han identificado
48 variantes causales de FQ, con una tasa de deteccion del 77 % de los alelos. Sin
embargo, aun existe una fraccidon de alelos desconocidos. En este trabajo se busco
identificar a las variantes causales de FQ en 280 pacientes mexicanos mediante
mutagénesis dirigida (para la busqueda de las variantes mas frecuentes en la
poblacién: p.lle507del, p.Phe508del, p.Gly542*, p.Ser549Asn y p.Asn1303Lys),
secuenciacion de segunda generacion (NGS) y MLPA.

La tasa de deteccion obtenida fue del 85.4 % (mutagénesis dirigida 58.0 %, NGS
25.9% y MLPA 1.4 %). De las 72 variantes identificadas, 24 no se habian reportado
en la poblaciobn mexicanay 13 son nuevas a nivel mundial (una de novo). La variante
mas frecuente fue p.Phe508del (46.0 %), otras 9 variantes se identificaron con una
frecuencia >1.0 % y el resto son variantes raras (35 se identificaron en un solo
individuo). Se realiz6 un analisis de correlacion genotipo-fenotipo mediante la
clasificacion de las variantes en seis clases dependiendo de su efecto en la proteina
con el que se observd una correlacion entre los niveles de cloruros en sudor,
insuficiencia pancreatica y presencia de ileo meconial y las variantes que producen
fenotipos graves (clases I-lll). Finalmente, se hizo un andlisis de supervivencia
estratificando a los pacientes por cohortes de nacimiento y por genotipo. La mediana
de supervivencia fue de 21 afios para pacientes nacidos entre 1977 y 1992 y para
las otras dos cohortes (1993 — 2002 y 2003-2012) se estim6 en >30 afios. Respecto
al genotipo, los pacientes homocigotos p.Phe508del presentaron una menor
probabilidad de supervivencia que aquellos con al menos una variante leve (clases
IV-VI). La estrategia utilizada permitié una tasa de deteccion del 85.4 % aumentando
el espectro de variantes patogénicas en México a 85, lo cual coloca a la poblacién
mexicana como una de las que presentan mayor heterogeneidad alélica a nivel
mundial. Esto resalta la necesidad de una estrategia especifica para el diagnéstico
molecular de la FQ en nuestro pais. Con base en las frecuencias obtenidas
proponemos un panel de 25 variantes (tasa de deteccion del 75 %) que puede
contribuir a mejorar el diagnéstico molecular de la enfermedad en nuestro pais.



ABSTRACT

Cystic fibrosis (CF) is the most common autosomal recessive disorder in Caucasic
population affecting 1 in 3000 live newborns (LN). In Mexico, the incidence is 1 in
8500 LN, according to the estimates of the Mexican Cystic Fibrosis Association
(AMFQ). CF is caused by pathogenic variants in the CFTR gene that produce the
loss or diminish function of the cystic fibrosis transmembrane regulator protein. The
lack of CFTR protein or its impaired function causes elevated sweat chloride levels,
pancreatic failure, progressive respiratory disease and chronic pulmonary infections.
To date, more than 2,000 variants have been reported for the CFTR gene. In México,
48 causal variants have been identified using different strategies for the screening
of the CFTR gene, however only 77% of the CF alleles were detected. The goal of
this study was to identify the whole spectrum of CFTR variants in mexican patients
with CF. The analyzed cohort consisted of 280 patients with clinically confirmed CF
diagnosis. The strategy for the identification of variants included site-directed
mutagenesis (to detect the five more common variants in the population), whole
sequencing of the CFTR gene by NGS and MLPA techniques.

The detection rate was of 85.4%; the screening for the 5 more frequent variants
(p.lle507del, p.Phe508del, p.Gly542* p.Ser549Asn y p.Asnl1303Lys) identified
58.0% of the CF alleles while 25.9% were detected by NGS and 1.4% by MLPA. Out
of the 72 pathogenic variants identified, 24 had not been reported in Mexican
population and 13 were worldwide new (one de novo). The most frequent variant
was p.Phe508del (46.0%) and only 9 more variants had a frequency >1.0% while
the rest were rare (35 were found in only one patient).

The patients were classified according to the functional consequence of the variants
in classes I-VI and a genotype-phenotype correlation was made. This analysis
revealed that chloride level, pancreatic failure and meconium ileus correlated with
severe variants. Finally, the patients were stratified in birth cohorts and genotype for
a survival analysis. The birth cohort 1977-1992 exhibited less survival probability
than the older cohorts (1993-2002 and 2003-2012). When genotype was considered,
the lowest survival probability was observed in patients homozygous for
p.Phe508del, while the patients with at least one mild variant showed better survival
estimates.

The strategy used accomplished a detection rate of 85.4%, expanding the
pathogenic variant spectrum up to 85 variants with 13 novel variants identified for
the first time. This report shows that Mexico is one of the countries with the highest
allelic heterogeneity, which constitutes a challenge for the molecular diagnosis of CF
in Mexican patients. We propose a panel of 25 variants that allows a detection rate
of 75% which can help to improve the molecular diagnosis in our country.



INTRODUCCION

Fibrosis quistica

La fibrosis quistica (FQ; OMIM #219700) es la enfermedad autosdmica recesiva
mas comun entre la poblacidn caucésica: afecta a 1 de cada 2,500 nacidos vivos en
Europa y 1 de cada 3,500 en Estados Unidos. Es una enfermedad multisistémica
cuyo defecto bésico es la afeccion generalizada de las células epiteliales por
impermeabilidad de la membrana apical al idn cloro, lo cual conduce a la presencia
de secreciones exocrinas viscosas que alteran principalmente la funcion de los
sistemas respiratorio, gastrointestinal, genitourinario y de las glandulas sudoriparas.
El signo clinico mas consistente es una concentracion elevada de iones (CI~, Na*y
K*) en sudor, por lo que la prueba clinica utilizada para el diagnostico es la
determinacién de cloruros en sudor mayores que 60 mmol/l [1,2]

Historicamente, el primero en utilizar el término “fibrosis quistica” fue el pediatra
Guido Fanconi von Grebel para describir la asociacion de insuficiencia pancreatica
y enfermedad pulmonar crénica en nifios. Posteriormente se utiliza el término
“mucoviscidosis”, por considerarlo un padecimiento no exclusivo del pancreas, sino
una alteracién generalizada en la produccion de moco [3], y se describe el exceso
de sal en el sudor de los pacientes [4]. En 1983 se demuestra una reduccién en el
transporte de cloro a través de la membrana apical de las células epiteliales [5]. M&s
adelante, entre 1985-1989 se identifica y se clona al gen CFTR como responsable
de la enfermedad [6,7]. Finalmente, en 1990 se muestra la correlacion entre los
canales de cloro defectuosos y las variantes patogénicas (VP) en CFTR [8].

Manifestaciones clinicas

La FQ es una enfermedad compleja y extremadamente heterogénea cuyo fenotipo
clasico se caracteriza por enfermedad pulmonar crénica, insuficiencia pancreética
(IP) exocrina y elevacion de los niveles de cloro y sodio en sudor, que se presentan
en el 90 % de los pacientes [9].

La enfermedad pulmonar crénica es la principal causa de morbilidad y mortalidad
en los pacientes. La patologia pulmonar se caracteriza por inflamacion, infecciones
cronicas y bronquiectasias (i.e. dilataciones permanentes de la pared de los
bronquios), cuyas complicaciones conducen al fallo respiratorio [9]. En la FQ existe
una regulacion anormal del liquido que recubre la via aérea (ASL, por sus siglas en
inglés), cuya composicion y grosor es controlada a través de la absorcién de sodio
y secrecion de iones cloruro. En las vias aéreas de pacientes con FQ, el ASL se
encuentra deshidratado lo cual impide la limpieza mucociliar y la eliminacién de
infecciones bacterianas que se presentan de forma intermitente o cronica en la
mayoria de los pacientes. Otro factor importante es, que la disminucién en la
secrecion de bicarbonato (HCO3) lleva a una reduccion del pH (factor determinante
de las propiedades viscoelasticas de la mucosa) lo que contribuye a la patofisiologia
pulmonar y a la incapacidad para eliminar infecciones [10]. Los microorganismos



tipicamente involucrados en las infecciones cronicas de los pacientes son
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Stenotrophomonas maltophilia
y Burkholderia cepacia [9].

A nivel gastrointestinal las manifestaciones mas comunes son ileo meconial (i.e.
obstruccion intestinal por meconio al nacer), sindrome de obstruccion intestinal
distal e insuficiencia pancreatica. Uno de los primeros sintomas asociados a la FQ
es el ileo meconial que se observa en el 17% de los pacientes. En todo neonato con
ileo meconial debe considerarse el diagnéstico de FQ dado que el 98% de los bebés
que lo presentan tienen FQ [1,10]. En el pancreas la falta de secrecién glandular
resulta en destruccion de las glandulas al nacimiento [11]. El defecto en la secrecion
de HCO3- produce acidificacion (pH <6.5) del jugo pancreético lo que incrementa la
viscosidad de la mucosa y disminuye la solubilidad de las enzimas digestivas. El 85
% de los pacientes presenta IP exocrina de manera temprana. Los pacientes que
en cambio, presentan suficiencia pancreética (SP), tienen mayor sobrevida (20 afios
en promedio) que aquellos con IP [1].

La destruccion pancreatica gradual causa deficiencia progresiva de insulina y
culmina en diabetes relacionada con FQ, cuya prevalencia aumenta en proporcion
directa al aumento de la sobrevida y que puede presentarse de manera pasajera o
cronica. Del 2.5 % al 120 % de los pacientes llegan a desarrollar diabetes (en
promedio a los 24 afios), sin embargo existe mayor prevalencia en los pacientes
con VP clasificadas como graves (I-1) [1].

Algunos pacientes desarrollan enfermedad hepatica, pero la mayoria no muestran
signos o sintomas clinicos hasta etapas muy avanzadas. Esta variabilidad sugiere
gue existen otros fendmenos, tanto genéticos como ambientales que modifican y
determinan las lesiones hepatobiliares [9].

El diagnéstico de FQ a través del tamiz neonatal depende de la identificacion de
niveles altos de tripsindbgeno inmunorreactivo (TIR) en la sangre del neonato,
seguida de analisis de ADN y medicion de cloro en sudor [1]. Esta Ultima se
considera el estdndar de oro para el diagnostico de la FQ y se realiza por el método
de iontoforesis cuantitativa con pilocarpina descrito por Gibson y Cooke [2]. Los
resultados se interpretan de acuerdo con lo establecido por la Cystic Fibrosis
Foundation (www.cff.org):

Positivo: 260 mmol/l positivo.
Dudoso: 40-59 mmol/l (o de 30-59 mmol/l en infantes de menos de 6 meses).
Negativo: <40 mmol/l (o0 <30 mmol/l en infantes de menos de 6 meses).

Para un diagnostico definitivo se consideran dos pruebas positivas de cloruros y
otros criterios clinicos como la presencia de enfermedad pulmonar y/o pancreatica,
historia familiar de la enfermedad y la deteccion de VP mediante analisis molecular
en los dos alelos del paciente.



Gen CFTR

El gen regulador de la conductancia transmembranal de la fibrosis quistica (CFTR,
por sus siglas en inglés) se localiza en el brazo largo del cromosoma 7 (7q31.2) y
abarca una region de aproximadamente 216.7 kb considerando las regiones
regulatorias rio arriba y rio abajo del gen necesarias para llevar a cabo su expresion
[7,12]. La region codificante esta conformada por 27 exones (Figura 1) y el transcrito
maduro consta de 6,132 nucleo6tidos (NM_000492.3) con un marco abierto de
lectura de 4,440 nucleotidos codificantes (NP_0.000483.3).

CFTR se expresa principalmente en células epiteliales de pulmones, traquea,
pancreas, higado, intestinos y glandulas sudoriparas [12]. En menor medida se
expresa en rifidn, Gtero, ovarios, tiroides y glandulas salivales. También se han
identificado distintas isoformas tejido-especificas generadas mediante procesos de
splicing alternativo que, al excluir exones, resultan en proteinas truncas
parcialmente funcionales [13].

Diversos estudios han mostrado que la regién gendmica de 3.8 kb rio arriba del
exon 1 presenta un alto contenido de GC (65 %), ausencia de caja TATA, multiples
sitios de inicio de la transcripcion y varios sitios de union de proteinas Sply AP-1.
También se han identificado elementos de respuesta a AMP ciclico (CRE), un sitio
de unién a la proteina de union al enhancer CCAAT (C/EBP) y varios elementos de
respuesta a glucocorticoides [13], que se localizan en una region conservada en
humano, raton, rata, oveja, cerdo y vaca [14,15] y que son necesarios para que se
lleve a cabo la transcripcion del gen [16,17].

12 3 4 5 6 7 8 9 10 111213 14 1516 17 1819 20 21 22 23 24 25 26 27
5 3
123 4 5 6a6b 7 8 9 10 1112 13 14a14b 15 16 17a 17b 18 19 20 21 22 23 24

Figura 1. Esquema de la estructura del gen CFTR. Se presentan dos
numeraciones de exones: la actual (superior, negritas) y la nomenclatura antigua
(inferior) [18].



Proteina reguladora de la conductancia transmembranal de la fibrosis
quistica

La proteina codificada por CFTR se denomina proteina reguladora de la
conductancia transmembranal de la fibrosis quistica (CFTR, por las siglas in inglés;
Uniprot P13569) y forma parte de la superfamilia de transportadores de union a ATP
(superfamilia ABC); dado que dentro de la familia C es el miembro 7, también es
conocida como ABCCY. Estas proteinas transportan una amplia variedad de
sustratos dentro y fuera de las células a expensas de la hidrolisis de ATP. CFTR
esta compuesta por 1480 aminoacidos [7] organizados en cinco dominios: dos
dominios transmembranales (MSD1 y MSD2, por sus siglas en inglés) cada uno
compuesto por 6 hélices alfa que atraviesan la membrana; dos dominios de union a
nucledtido (NBD1 y NBD2, por sus siglas en inglés) y un dominio citosolico
regulatorio (RD, por sus siglas en inglés). Estructuralmente, la proteina forma dos
complejos MSD-NBD conectados mediante el dominio RD [19] (Figura 2). Dentro de
la superfamilia ABC, CFTR es la Unica proteina que forma un canal i6nico
transmembranal; los demas miembros funcionan como transportadores activos [20].

La biosintesis de la proteina CFTR requiere de transcripcion en nucleo, traduccién
ribosomal y un proceso de maduracion. Para que la proteina se pliegue
correctamente se lleva a cabo una primera glicosilacion en reticulo endoplasmico,
tras lo cual, la proteina es transportada por chaperonas al aparato de Golgi para
una segunda glucosilacion que completa la maduracion. Del aparato de Golgi, CFTR
es transportada en vesiculas a la membrana apical de las células epiteliales donde
ejerce su funcion [21].

La apertura y cierre del poro del canal se regula mediante dos procesos; el primero
consiste en la fosforilacién del dominio RD, que contiene mdltiples sitios consenso
de fosforilacién (residuos de serina y treonina), por una proteina cinasa A
dependiente de AMP-ciclico (PKA) lo cual produce la activacién del canal; el
segundo, implica la union de ATP a los dominios citosélicos NBD1 y NBD2. En el
estado no fosforilado, el dominio RD se localiza entre los dos dominios NBD
impidiendo su interaccion pero, tras la fosforilacion, se produce un cambio
conformacional que permite que los dominios NBD formen un dimero que lleva a
cabo la hidrolisis de ATP y la subsiguiente apertura del canal para el transporte de
los iones [22]. La selectividad del canal esta dada mayormente por interacciones
entre los aniones (cloruro principalmente, pero también se transportan otros iones
como bicarbonato) y las cadenas laterales de los residuos localizados en la entrada
del poro. Los grupos hidrofébicos en este sitio tienen un papel determinante en las
interacciones poro-anion y poro-agua, que son necesarias para la discriminacion
entre distintos aniones con base en su energia de hidratacion [23].



Figura 2. Estructura de la proteina reguladora de la conductancia
transmembranal (CFTR). A) Dominios estructurales de la proteina CFTR. B)
Diagrama de listones de la conformacién estructural de la proteina en membrana
(se muestra la densidad electronica del dominio regulatorio) [24].

Variantes en CFTR
A la fecha, se han identificado méas de 2,000 variantes en el gen CFTR
(http://www.genet.sickkids.on.ca).

La primera variante identificada fue una delecion de 3 nucledtidos que resulta en la
pérdida de una fenilalanina en la posicién 508 de la proteina (p.Phe508del), siendo
esta la VP mas comun a nivel mundial, con una frecuencia de 60 % de todos los
alelos de individuos con FQ. Sin embargo, su frecuencia varia enormemente entre
las poblaciones, observandose desde un 100 % en las Islas Feroe en Dinamarca
hasta un 24.7 % en Turquia o 22.9% en Costa Rica. Existen otras VP comunes a
nivel mundial como la p.Gly542* asociada a los antiguos fenicios y la
p.Asn1303Lys, asociada a poblaciones mediterraneas antiguas [25,26]. Las demas
se consideran VP raras; ocurren con una frecuencia <1%, aunque esto depende de
la ancestria por lo que hay algunas poblaciones en las que se reportan con
frecuencias de entre 1y 5%[27].


http://www.genet.sickkids.on.ca/

En las poblaciones del norte de Europa la diversidad de VP presentes en CFTR es
limitada con respecto a otras poblaciones; en promedio se han reportado 10
variantes por pais que constituyen el 78.9 % del nimero total de alelos de FQ. En
tanto que los paises al sur de Europa, como Espafia y Grecia, presentan 25 VP que
corresponden al 84.0% de los alelos de FQ. Esta mayor diversidad se relaciona con
su situacion geografica ya que sus fronteras han sido histéricamente la puerta de
entrada al continente europeo dando lugar a un mayor intercambio genético entre
distintas poblaciones [27]. Por otro lado, en Latinoamérica se ha observado que
existe un mayor niumero de VP en CFTR, lo que se relaciona con la heterogeneidad
poblacional de sus paises, muchos de los cuales presentan una combinacion de
ancestria amerindia, europea (predominantemente espafiola o portuguesa, pero en
la que también pueden incluirse italianos, alemanes, franceses e ingleses) y africana
[28].

En un meta-analisis con datos de 10 paises latinoamericanos y 4,354 alelos de FQ
se identificaron 89 VP distintas obteniendo una tasa de deteccién (TDet) de 62.8 %.
Del total, cinco (p.Phe508del, p.Gly542*, p.Asn1303Lys, p.Trpl282* y p.Trpl162*)
fueron las de mayor frecuencia, con algunas excepciones como en Colombia donde
la segunda mas frecuente es ¢.1680-886A>G (5.5 %), en Uruguay la p.Gly85Glu
presenta una frecuencia de 3.9 % y en Brasil donde ¢.3120+1G>A (asociada a
poblaciones africanas) se encuentra con una frecuencia del 4.0%. La frecuencia de
las demas VP varia de un pais a otro y muchas estan restringidas a uno o dos paises
[28]. México y Brasil son de los paises en los que se ha observado el espectro mas
amplio de VP, en el primero se han identificado 48 variantes distintas con una TDet
del 77.7%[29,30] y en el segundo 45 variantes con una TDet del 97.2% [31].

Las diferentes VP se dividen en seis clases con base en su efecto funcional (Tabla
1). Las variantes de clase | resultan en pérdida total o parcial de la proteina e
incluyen a: a) cambios de un nucledétido que resultan en codones de paro, b) indels
gue alteran el marco de lectura, c) variantes que alteran el splicing y generan
exclusion de exones, d) delecion completa o parcial del gen y e) rearreglos que
alteran la secuencia de exones. A diferencia de las variantes de clase Il que alteran
el proceso de maduracién celular de la proteina por defectos de plegamiento. La
alteracion de la estructura puede presentarse en cualquiera de los dominios
funcionales, provocando que la proteina inmadura sea retenida en reticulo
endoplasmico y retro-translocada al citoplasma donde es degradada por la via
ubiquitinacién-proteosoma. Dependiendo el tipo de alteracidén se puede producir una
reduccion parcial o total de proteina madura. Las variantes que afectan la regulaciéon
del canal pertenecen a la clase Ill; usualmente se localizan en los dominios de unién
a ATP (NBD1 y NBD2), implican cambios de aminoacido y generan una proteina
madura que se inserta en la membrana celular, pero resistente a la activacion del
canal por la proteina cinasa A generando que la apertura del poro se vea reducida.
Las variantes de clase IV reducen la conductancia del canal y la mayoria son
cambios de un aminoacido dentro de los dominios transmembranales que



conforman la estructura del poro. La clase V corresponde a variantes que
disminuyen la cantidad de CFTR funcional mediante una alteracion en el splicing
qgue induce exclusion parcial o completa de uno de los exones y generan una
reduccion en la cantidad de RNA mensajero. Finalmente, las variantes de clase VI
generan una proteina madura y funcional pero con estabilidad reducida en
membrana [18]. De manera general, las variantes de las clases I-1ll, se asocian con
un fenotipo “clasico” (grave) dado por la poca o nula actividad de la proteina CFTR;
mientras que las clases IV-VI resultan en una proteina con funcion parcial o residual
y por consiguiente, en manifestaciones clinicas leves [32,33]. Es importante
mencionar que variantes especificas pueden tener caracteristicas de una o mas
clases funcionales, como la p.Phe508del que se puede clasificar en clase Il y Il y,
que variantes adicionales en cis (denominados alelos complejos) pueden modificar
la funcién de CFTR y por tanto, modular el fenotipo y la gravedad de las
manifestaciones clinicas [34]. Sin embargo, esta clasificacion es de gran utilidad
para establecer relaciones genotipo-fenotipo y para el desarrollo de nuevos
medicamentos dirigidos a defectos especificos a nivel molecular.

Uno de los retos actuales es, que a pesar de que los avances tecnoldgicos en
secuenciacion han permitido el analisis de la secuencia completa del gen en un
mayor numero de pacientes, existen una gran cantidad de variantes cuyo efecto
funcional se desconoce; la base de datos CFTR2 [35], que incluye los datos de
88,000 pacientes con FQ y provee informacion clinica de variantes especificas y
genotipos en CFTR, en su lista mas reciente (diciembre 2017) cuenta con un total
de 374 variantes de las cuales: 312 son variantes patogénicas, 36 son variantes con
consecuencia clinica variable, 13 son no patogénicas y 13 son de significancia
desconocida. La base de datos francesa (CFTR-France [34]) que incluye
informacion de 5,053 individuos (3,093 con FQ) cuenta con un total de 819 variantes
de las cuales 420 estan clasificadas como patogénicas, 341 como variantes de
significancia desconocida y 59 como variantes no patogénicas. Por tanto, es
necesario que en aquellas variantes clasificadas como no patogénicas o de
significancia desconocida, sugestivas clinicamente de FQ se realice un analisis del
posible efecto en la funcién de la proteina.



Tabla 1. Clasificacion funcional de las variantes en CFTR [36]

Clase Mecanismo Fenotipo Variantes representativas
. , p.Gly542*, p.Arg553*, p.Trpl282*,
I Sintesis defectuosa C.489+1G>T

Defectos de procesamiento vy

Il Grave p.Phe508del, p.Asn1303Lys

maduracion
i Defectos regulatorios p.Gly551Asp, p.Ser549Asn
v Defectos en conductancia p.Argl17His, p.Arg334Trp
V Disminucién en expresion Leve c.3717+1219C>T, ¢.3140-26A>G
VI Inestabilidad en membrana p.lle1383AsnfsX3, p.GIn1412*

Tratamiento de la FQ

El manejo de los pacientes con FQ debe evaluarse de manera individual, pero las
medidas bésicas consisten en el cuidado del estado nutricional, a través de dietas
hipercaloricas, suplementos vitaminicos y administracion de enzimas pancreaticas
que faciliten la absorcién de nutrientes. A nivel pulmonar, el principal objetivo es
prevenir, erradicar o controlar las infecciones respiratorias para minimizar el
deterioro de la funcion pulmonar por lo que, la terapia se basa en la administracion
de antibidticos cuya eleccidén dependera del microorganismo causal de la infeccion.
Los mas utilizados son los antibiéticos inhalados o nebulizados como la tobramicina
y la colistina acompafiados por fisioterapia 2-3 veces al dia. En pacientes con
colonizacion crénica se recomienda evaluar el uso de azitromicina. En caso de
presentarse exacerbaciones y/o fallo del tratamiento inhalado se debe considerar la
administracion intravenosa que requiere la hospitalizacion del paciente. Dado que
las anormalidades en las secreciones de los pacientes con FQ se deben, en parte,
a la presencia de ADN libre procedente de la destruccion del ndcleo de
polimorfonucleares que se acumulan en presencia de infeccion bacteriana, se
recomienda el uso de dornasa alfa recombinante humana (rhDNasa). La rhDNasa
hidroliza el ADN extracelular en las secreciones pulmonares reduciendo la
viscosidad y disminuyendo la obstruccion de las vias respiratorias [1,37].

En los ultimos afios, los avances en el entendimiento de la estructura y funcién de
CFTR han posibilitado el disefio de medicamentos dirigidos al tratamiento de ciertos
tipos de variantes. La investigacion ha resultado en el desarrollo de cuatro grupos
de medicamentos: potenciadores, correctores, amplificadores y dirigidos a codones
de terminacion [38]. Actualmente, existen 3 medicamentos en el mercado; lvacaftor
(Kalydeco®) y dos combinaciones de agentes duales, Lumacaftor-lvacaftor
(Orkambi®) y Tezacaftor-lvacaftor (Symdeko™).

10




Ivacaftor (VX-770) es un potenciador dirigido a variantes de clase Ill que actia en
CFTR a nivel de membrana celular aumentando la probabilidad de apertura (a la
fecha esta aprobado por la FDA para mas de 40 variantes).

Lumacaftor es una molécula correctora dirigida a variantes de clase Il; corrige
defectos en el plegamiento de la proteina. Se combina con Ivacaftor debido a su
ineficiencia como monoterapia. La variante mas comun a nivel mundial,
p.Phe508del forma parte de este grupo de variantes por lo que la mayoria de los
pacientes son candidatos al tratamiento con este medicamento. Sin embargo, se ha
observado que los pacientes con este tratamiento muestran un incremento de
exacerbaciones respiratorias y un decremento de FEV:1 tras el inicio de la
administracion [39].

Tezacaftor (VX-661) también es una molécula correctora con un mecanismo similar
al Ivacaftor, aprobada en 2018, con la ventaja de que presenta menores efectos
secundarios en vias respiratorias y una eficacia similar a la terapia Lumacaftor-
Ivacaftor [40].
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ANTECEDENTES

Los datos epidemiolégicos disponibles sobre la FQ en México corresponden,
principalmente, a la Asociacion Mexicana de Fibrosis Quistica A.C. (AMFQ) fundada
en 1982.

La AMFQ estima que, en México se presenta un caso por cada 8,500 nacidos vivos
y que 1 de cada 60 a 80 personas son portadores sanos de la enfermedad. La edad
promedio de diagndstico es de 2.6 afios (momento en el que ya existe afectacion
pulmonar), pero se estima que el 85 % de los individuos con FQ no han sido
diagnosticados. Actualmente, la esperanza promedio de vida en México para los
pacientes es de 18 afos (http://fibrosisquistica.org.mx/~h4u3f3d9/).

A nivel molecular, el primer espectro de variantes en mexicanos (antes solo se habia
publicado la frecuencia de las variantes mas comunes a nivel mundial; p.Phe508del
y p.Gly542*) se reporté en el afio 2000 [41]. En este estudio se incluyeron 97 familias
con al menos un individuo con FQ y se identificaron 34 VP distintas
(correspondientes a 74.6 % de los cromosomas) para lo cual, fue necesaria la
combinacion de distintas metodologias como mutagénesis dirigida mediada por
PCR, polimorfismo conformacional de cadena sencilla, restriccion de fragmentos,
analisis de heteroduplex y secuenciacion Sanger. De las variantes identificadas, las
mas frecuentes fueron p.Phe508del (40.7 %), p.Gly542* (6.1 %), p.lle507del (2.5%),
p.Ser549Asn (2.5%) y p.Asn1303Lys (2.1 %); del resto de las variantes, solo 13
presentaron una frecuencia mayor que el 1.0%Yy 21 se identificaron en un solo alelo
en la poblacion.

Diez afios mas tarde, se publico un segundo articulo [29] del mismo grupo de trabajo
en el cual se incluyeron 97 pacientes del trabajo anterior, que tenian al menos un
alelo sin caracterizar y 133 casos nuevos. La identificacién de las variantes se
realizé a través de un panel comercial para 36 VP y la técnica previamente utilizada
de polimorfismo conformacional de cadena sencilla, seguidos de secuenciacion.
Con esta estrategia se logro caracterizar el 77.7% de los alelos de FQ y el nimero
de variantes aumento de 34 a 46. Con estos antecedentes se evidencia que México
presenta uno de los espectros mas amplios de variantes en CFTR a nivel mundial.
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JUSTIFICACION

En México, el diagndstico de los pacientes se basa principalmente en el cuadro
clinico y en la prueba de cloruros en sudor; sin embargo, los pacientes pueden ser
diagnosticados de forma tardia debido a que las manifestaciones clinicas en
algunas ocasiones se enmascaran con enfermedades comunes de la poblacion
mexicana como la desnutricién, diarreas e infecciones en vias respiratorias
recurrentes. Esto, aunado al alto costo del tratamiento, incrementa la morbi-
mortalidad de los pacientes con FQ lo cual se refleja en una sobrevida de apenas
18 afios en nuestra poblacion.

En paises desarrollados la integracion del conocimiento clinico y genético ha
permitido incrementar considerablemente la calidad y la sobrevida de los pacientes
a mas de 40 afnos, demostrando que la caracterizacion molecular de los alelos
responsables de la FQ tiene una repercusion directa en el diagndstico temprano y
el tratamiento oportuno de la enfermedad, ademas de permitir el diagndstico
prenatal, la deteccién de portadores y un asesoramiento genético adecuado.

En México, la TDet de las variantes es baja comparada con la de otros paises, la
metodologia hasta ahora empleada es costosa y no se han logrado identificar todas
las VP presentes en la poblacién por lo que las tecnologias de secuenciacion de
nueva generacion son una excelente herramienta para identificar variantes en CFTR
y contribuir al diagnostico de la FQ y a la deteccion de portadores.

HIPOTESIS

1.- La secuenciacion completa del gen CFTR permitira identificar variantes
patogénicas nuevas en la poblacion mexicana.

2.- Debido a la heterogeneidad genética de la poblacion mexicana, la frecuencia de
las variantes patogénicas en el gen CFTR sera distinta a lo previamente reportado
para la poblacibn mexicana y para otras poblaciones del mundo.
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OBJETIVO GENERAL

Caracterizar el espectro total de variantes patogénicas en el gen CFTR en pacientes
mexicanos con diagnéstico clinico de fibrosis quistica.

OBJETIVOS PARTICULARES

1) Identificar variantes patogénicas en el gen CFTR en poblacion mexicana con FQ.
2) Conocer la frecuencia de estas variantes en la poblacién mexicana con FQ.

3) Correlacionar el tipo de variante con el cuadro clinico de los pacientes.

4) ldentificar a los portadores de las variantes en los familiares en primer grado.

5) Predecir el efecto de las variantes sobre la proteina CFTR mediante el analisis in
silico.
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METODOLOGIA

Poblacion de estudio

El estudio fue aprobado por el Comité de Etica en Investigacion del Instituto
Nacional de medicina Gendmica (INMEGEN) y llevado a cabo de acuerdo con la
declaracion de Helsinki.

Los pacientes fueron diagnosticados clinicamente y referidos al INMEGEN para el
estudio molecular por diferentes instituciones como: la AMFQ, hospitales del IMSS,
y el Hospital Federico Gdmez. Todos los participantes (o los padres en el caso de
los menores de edad) firmaron una carta de consentimiento y asentimiento
informado y completaron un cuestionario clinico (anexo 1).

Se incluyeron un total de 280 pacientes (146 mujeres y 134 hombres) con
diagnéstico clinico de FQ captados durante los 2 afios del estudio, asi como
aguellos captados anteriormente que forman parte del banco de DNA del laboratorio
de Inmunogendmica y Enfermedades Metabdlicas del INMEGEN. Los criterios de
inclusion, exclusién y eliminacion se muestran en la Tabla 2. Respecto a los
familiares en primer grado, se incluyeron ambos padres de 151 pacientes, solo uno
de ellos en 29 pacientes y ninguno en 100 pacientes. En 35 casos se captd un
hermano y en 7 casos se captaron 2 hermanos.

Tabla 2. Criterios considerados para la seleccion de la poblacion de estudio.

Inclusion Exclusion Eliminacion

e Diagndstico clinico e Enfermedades e Decision del
de FQ (una o mas genéticas distintas a paciente o sus
caracteristicas la FQ padres de retirarse
clinicas y cloruros del estudio.
en sudor > 60 e Muestra insuficiente
mmol/l por de ADN u otros
iontoforesis con problemas técnicos.
pilocarpina).

¢ Neonatos con ileo
meconial.

Procesamiento de las muestras

Se obtuvo por participante una muestra de 5 ml de sangre periférica en tubo
Vacutainer™ con EDTA. La extraccion del ADN se realiz6 a partir de leucocitos de
sangre periférica con el kit QlAamp® DNA Blood Maxi kit (QIAgen™) siguiendo las
indicaciones del fabricante. Para determinar la concentracion y pureza del ADN se
utilizé un NanoDrop® (Thermo Scientific™), en tanto que la integridad se evalué por
electroforesis en geles de agarosa al 1%.
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Identificacion de variantes
Para la busqueda de variantes se siguié un proceso en tres etapas:

Etapa 1: primero, se identificaron las cinco variantes mas comunes en la poblacién
mexicana que son: p.lle507del, p.Phe508del, p.gly542*, p.Ser549Asn vy
p.Asn1303Lys, mediante mutagénesis dirigida siguiendo la técnica descrita por
Friedman et al. 1991 [42].

Etapa 2: posteriormente, en aquellos pacientes en los que no se encontraron las
cinco variantes de la etapa 1 en uno o en los dos alelos, se realiz6 la secuenciacion
completa del gen CFTR (incluyendo 14 kb de la secuencia rio arriba del exén 1)
utilizando secuenciacion de segunda generacion. Para esta etapa, se prepararon
bibliotecas de ADN como se describe a continuacion: el ADN se fragment6 con
enzimas de restriccion para generar fragmentos de 200-300 pares de bases, los
cuales posteriormente se ligaron por los extremos a adaptadores especificos para
la plataforma lllumina® y se amplificaron utilizando el kit de preparaciéon de
bibliotecas HaloPlex Target Enrichment para lllumina® de Agilent Technologies
(este kit se disefid para el enriqguecimiento del gen CFTR por captura de la region
de interés con sondas complementarias). Las bibliotecas enriquecidas generadas
fueron verificadas y cuantificadas por electroforesis capilar automatizada utilizando
el bioanalizador Agilent 2100 (Agilent Technologies). El siguiente paso, fue mezclar
equimolarmente las muestras para una concentracion final de 20 pM y cargarlas en
un cartucho de secuenciacion del kit HiSeq Reagent Kit V2 (lllumina®) para su
secuenciacion en el equipo Hiseqg 2500 (lllumina®). Las secuencias obtenidas en
formato fastq se analizaron con el programa IGV 2.3 [43,44] utilizando el genoma
humano Hg19 como referencia.

Etapa 3: la Ultima etapa consisti6 en analizar por medio de la técnica de
amplificacion de sondas dependiente de ligandos (MLPA por sus siglas en inglés) a
26 pacientes en los que no se lograron identificar los dos alelos en las etapas
previas. EI MLPA es un método semicuantitativo para el analisis selectivo de
cambios en el nimero de copias del DNA. La técnica se basa en una primera
reaccion de unién-ligacién de sondas complementarias a la regibn genémica de
interés (el kit para CFTR incluye varias sondas para la region del promotor y una
sonda por exén), Unicamente las sondas que hibridaron son ligadas y amplificadas
posteriormente mediante una reaccién en cadena de polimerasa (PCR). El resultado
se obtiene mediante un andlisis de fragmentos y fluorescencia con el que se
determina el nimero de copias gendmicas permitiendo la deteccion de rearreglos
cromosomicos complejos.

Validacion de variantes

Todas las VP identificadas en los pacientes fueron validadas por secuenciacion
Sanger. Para la identificacién de los portadores, también se analizaron de forma
dirigida en sus familiares en primer grado con la misma metodologia. El analisis de
las secuencias Sanger se realizé con el programa DNA Baser (DNA Sequence
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Assembler v4, 2013, Heracle BioSoft). Toda la nomenclatura utilizada corresponde
a la recomendada por la Human Genome Variation Society
(http:www.hgvs.org/mutnomen/).

Busqueda en bases de datos y analisis “in silico”

Todas las variantes identificadas se buscaron en las bases de datos especializadas
(CFTR1, CFTR2, CFTR-France, CLINVAR) para determinar si eran variantes ya
descritas en la literatura o nuevas. En caso de que una variante fuera nueva, se
realizé un analisis “in silico” mediante los programas Variant Effect Predictor [45]
(para variantes en region codificante) y Human Splicing Finder 3.1 [46] (para
variantes en regiones intrénicas) para conocer el posible efecto funcional y
asignarlas como las variantes causales.

Las variantes nuevas se buscaron adicionalmente en la base de datos del Exome
Aggregation Consortium (EXAC). En esta base se encuentran los exomas de 60,706
individuos no relacionados de distintas poblaciones incluidos en estudios de
genética de poblaciones y enfermedades distintas a la FQ [47].

Correlacién genotipo-fenotipo

Para el analisis de correlacion entre el genotipo y las manifestaciones clinicas se
estratifico a la poblacion en 3 grupos de acuerdo con la siguiente clasificacion: grupo
1, homocigotos p.Phe508del; grupo 2, dos variantes graves (clases I-11l) y grupo 3,
al menos una variante leve (clases IV-VI).

La correlacion con las variables cuantitativas como peso y talla al nacer, edad de
diagnéstico y cloruros en sudor se realizé con la prueba estadistica de Kruskall
Wallis o la U de Mann-Whitney. Para las variables categdricas como funcion
pancredtica y presencia de ileo meconial, se aplicd la X? o la prueba exacta de
Fisher. Se considerd como significativo un valor de p < 0.05.

Andlisis de supervivencia

El andlisis de supervivencia fue realizado estratificando a los pacientes en 3
cohortes de acuerdo con el afio de nacimiento: 1977-1992, 1993-2002 y 2003-2012.
Para cada cohorte se calcul6 la tasa de fallecimiento por intervalos de edad de 5
afos. Con los datos de fallecimiento se construyeron curvas de supervivencia en
las que se graficé el porcentaje de supervivencia por grupo de edad y a partir de las
gréficas, se obtuvo la mediana de fallecimiento (edad a la que el 50% de la poblacién
ha fallecido) o se estimé dicho valor a partir de las lineas de tendencia.

Posteriormente, se realizaron las curvas de supervivencia considerando la
estratificacion de la correlacion genotipo-fenotipo (es decir, los 3 grupos de
genotipos). Este tipo de analisis nos permitié conocer o inferir si el genotipo influye
en la supervivencia de los pacientes.
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RESULTADOS

Poblacion de estudio

Se incluyeron un total de 280 pacientes, el 51.7 % fueron hombres y el 48.3 %
mujeres; 217 pacientes aun viven y tienen un intervalo de edad de 0.1-45 afios,
siendo el grupo etario mas comun el de 0.1-15 afios (Gréfica 1). Durante el estudio
fallecieron 63 individuos siendo la edad més frecuente de muerte entre los 16 y 20
afos (Gréfica 2).

Gréfica 1. Distribucion de edad de la poblacién viva con FQ (n=217)
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Grafica 2. Distribucion de edad de fallecimiento (n=63)
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Deteccion de variantes

Las 5 VP mas comunes fueron identificadas en 325 alelos (TDet: 58.0 %),
correspondientes a 224 pacientes; en 101 pacientes se detectaron las dos variantes
causales de FQ y en 123 se identifico uno de los alelos.

La secuenciacibn completa del gen permitié la identificacibn de 145 alelos
adicionales incrementando la TDet en un 25.9% (total: 83.9%). Se determinaron las
dos VP en 26 pacientes y se completd el resultado en otros 79 pacientes.
Finalmente, con el MLPA, se detectaron 8 alelos con rearreglos complejos. Con la
combinacion de estas tres metodologias se logré obtener una TDet del 85.4% (Tabla
3). En 54 pacientes solo se identificé un alelo y en 14 no se detectd ninguna VP,
estos casos siguen en estudio ya que el contacto con el médico no ha sido posible
para confirmar o descartar el diagnostico de FQ.

Se eliminaron nueve casos ya que, al no identificar ninguna VP, se recontacto al
meédico y se confirmé que la prueba habia sido requerida por sospecha pero que los
pacientes ya contaban con un diagnostico distinto a FQ. Dentro de los diagnésticos
se encontraron: multiples infecciones respiratorias de otro origen, sindrome de
Schwachman Diamond y deficiencia selectiva de inmunoglobulinas 2 y 4.

La estrategia empleada en este trabajo permitio identificar 72 VP, 59 de las cuales
se habian reportado previamente, 35 en poblacibn mexicana y 24 en otras
poblaciones; mientras que 13 son variantes nuevas, es decir, hasta la fecha no se
han reportado para ninguna poblacion (Tabla 4).

La variante mas comun fue p.Phe508del (46.07 %) y solo 9 variantes mas
presentaron una frecuencia mayor al 1.0%: p.Gly542* (6.25 %), p.Asn1303Lys (2.14
%), p.lle507del (1.96 %), p.Asn386llefs*3 (1.79 %), p.Ser549Asn (1.61 %),
p.Ser945Leuy p.Trpl1204* (1.43 %), p.Arg75*y p.Gly1323_Vall415del (1.07 %). 62
variantes mostraron una frecuencia menor que 1.0 % y 33 se identificaron en un solo
paciente.

En la base de datos del consorcio internacional de FQ (CFTR1) se encuentran
reportadas 20 de las 24 variantes no reportadas en poblacién mexicana. De las no
reportadas en esta base, las variantes p.Trp79Leufs*32 y ¢.1680-886A>G estan
enlistadas en la base de datos francesa (CFTR-France), la variante ¢.1680-877G>T
fue reportada recientemente en poblacion italiana de ancestria hispana [48] y la
variante p.Leu941GInfs*27 se identificd en un estudio de California [49].

En relacidn a las variantes nuevas, el analisis bioinforméatico de prediccion funcional
reveld que: tres podrian afectar el splicing (c.580-2A>G, ¢.1116+5T>A y ¢.3469-
1G>A), cuatro involucran un cambio de aminoacido (p.Ser43llle, p.Cys832Phe,
p.Leu967Trp y p.Leul346GIn), la p.Glu588* produce un codon de paro prematuro,
tres alteran el marco de lectura y producen un codon de paro prematuro
(p.Gly1047Alafs*13, p.PhelO78Profs*77 'y p.Thrl263Metfs*15) y una
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(c.[1066_1071delTGGGCT; 1072G>A]) produce la delecion de dos aminoacidos y
un cambio de aminoacido.

Interesantemente, la variante nueva c¢.1762G>T que produce un codoén de paro
prematuro (p.Glu588*) se identifico en el paciente junto con la p.Trp1089* en trans.
La madre fue portadora de p.Trp1089* pero la otra variante no fue identificada en
ninguno de los padres o hermanos, por lo que se realizé una prueba de parentesco
confirmando la paternidad (probabilidad paternidad > 99.9 %). Debido a los
resultados anteriores, esta variante (p.Glu588*) fue considerada de novo. La
variante p.Trp1089* fue confirmada en tres de los hermanos del paciente y en dos
tios y en la abuela materna (Figura 3).

Tabla 3. Tasas de deteccidén por metodologia de las variantes causales de FQ
en 280 pacientes.

Metodologia Alelos identificados  Tasa de deteccion
(n) (%)

Mutagénesis dirigida 325 58.0

Secuenciacion completa del gen 145 25.9

MLPA 8 14

Total 478 85.4
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Tabla 4. Variantes identificadas en el gen CFTR en pacientes con FQ

Localizacion cDNA Proteina Numero Frecuencia

de alelos (%)

Promotor c.-869T[8 9] e NA 2 0.36
Intrén 2 c.165-1G>A NA 4 0.71
Exon 3 c.223C>T p.Arg75* 6 1.07
c.233dupT e p.Trp79Leufs*32 1 0.18

C.254G>A p.Gly85Glu 4 0.71

Intrén 3 c.273+1G>Ae NA 1 0.18
c.274-1G>A NA 5 0.89

€.274-1G>C o NA 1 0.18

Exoén 4 c.293A>G @ p.GIn98Arg 3 0.54
¢.350G>A p.Argl17His 1 0.18

Intrén 4 c.489+1G>T @ NA 3 0.54
c.490-1G>A NA 1 0.18

Intrén 5 c.579+1G>T NA 4 0.71
€.580-2A>G ¢ NA 2 0.36

c.580-1G>T @ NA 1 0.18

Ex6n 6 c.580G>T ® p.Gly194* 1 0.18
c.595C>T p.His199Tyr 1 0.18

c.613C>T @ p.Pro205Ser 1 0.18

Exén 7 c.803delA p.Asn286llefs*17 1 0.18
Ex6n 8 c.948delT p.Phe316Leufs*12 2 0.36
¢.1000C>T p.Arg334Trp 5 0.89

€.1040C>G p.Arg347Pro 1 0.18
€.[1066_1071delTGGGCT;1072G>A] ¢ 2 0.36

Intrén 8 c.1116+1G>A o NA 3 0.54
c.1116+5T>A 0 NA 1 0.18

Exon 9 €.1153_1154insAT e p.Asn386llefs*3 10 1.79
Exon 10 €.1292G>T ¢ p.Serd31Phe 1 0.18
c.1364C>A p.Ala455Glu 2 0.36

Exon 11 c.1438G>A e p.Gly480Ser 1 0.18
¢.1517T>C p.lle506Thr 1 0.18
c.1519_1521delATC o p.lle507del 11 1.96

c.1521 1523delCTT o p.Phe508del 257 46.07

Exoén 12 €.1624G>T O p.Gly542* 35 6.25
c.1646G>A O p.Ser549Asn 9 1.61

c.16477>G @ p.Ser549Arg 1 0.18

¢.1673T>C p.Leu558Ser 1 0.18

€.1675G>C p.Ala559Pro 1 0.18
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Tabla 4. Variantes identificadas en

el gen CFTR en pacientes con FQ (continuacion)

Localizacion cDNA Proteina Numero Frecuencia
de (%)
alelos
Intrén 12 c.1680-886A>G o NA 2 0.36
c.1680-877G>T e p.Ala561Serfs*15 3 0.54
c.1680-1G>A e NA 1 0.18
Exon 13 c.1762G>T ¢ p.Glu588* 1 0.18
Exon 14 €.1792_1798delAAAACTA p.Lys598Glyfs*11 1 0.18
€.1923_1931delCTCAAAACTInsA p.Ser641Argfs*5 4 0.71
€.2052_2053insA p.GIn684Thrfs*38 2 0.36
€.2249C>T p.Pro750Leu 1 0.18
€.2260G>A p.Val754Met 1 0.18
Exén 15 €.2495G>T ¢ p.Cys832Phe 1 0.18
€.2551C>T e p.Arg851* 1 0.18
Exon 17 c.2822delT @ p.Leu941GInfs*27 1 0.18
C.2834C>Te p.Ser945Leu 8 1.43
€.2900T>G ¢ p.Leu967Trp 1 0.18
Intrén 18 €.2988+1G>A NA 4 0.71
Exon 19 €.3067_3072delATAGTG p.lle1023_Vall024del 2 0.36
c.3107C>A p.Thr1036Asn 2 0.36
€.3139delG ¢ p.Gly1047Alafs*13 3 0.54
Intrén 19 c.3140-26A>G NA 3 0.54
Exoén 20 c.3197G>A e p.Arg1066His 1 0.18
€.3230_3231delTG ¢ p.Phel1078Profs*77 2 0.36
.3266G>A p.Trp1089* 4 0.71
Intrén 21 €.3469-1G>A ¢ NA 1 0.18
Exoén 22 c.3484C>T p.Argl162* 1 0.18
.3612G>A p.Trp1204* 8 1.43
Intrén 22 c.3717+1219C>T NA 3 0.54
Exon 23 c.3793G>A e p.Gly1265Arg 1 0.18
c.3788delC ¢ p.Thr1263Metfs*15 2 0.36
c.3846G>A p.Trp1282* 2 0.36
Exon 24 c.3907A>C e p.Asn1303His 1 0.18
¢.3909C>G o p.Asn1303Lys 12 2.14
c.3937C>T e p.GIn1313* 1 0.18
Exon 25 c.4037T>A 0 p.Leu1346GIn 1 0.18
Rearreglos 0 CFTRdup18_21 0.36
c‘(’mﬂ;’s C.3964-78_4242+577del p.Gly1323_Val1415del 6 1.07
Total 72 variantes 478 85.36

¢ variantes nuevas, e variantes no reportadas en poblacion mexicana (las variantes sin sefial son las
ya reportadas en poblaciéon mexicana). o 5 variantes mas comunes. 64 variantes restantes por NGS.

22



| —O ) 4

l 45 43
Il
15 6 7 8 9
AL 22 20 18 15 12 8
]| 3
12 16 semanas 7 5 6 7 s 9
anencefalia ’
p.Trp1089* p.Glu588*
(c.3622G>A) (c.1762G>T)
n “.‘\ »’\ \ [’“\ A A \ _( f I
" W "\ L WA R WA
AciticToccaicloRTTcTToTAccTGrc GAAAAAGARATATT LI AARGGTATGITGITT
\ | \ A A /'\ A\ \ ’ |\ | |
/\AAN\”‘ ‘{" \[\NWJ \/\/ NW\/\/\ N’ W W v WY ‘/\M | \/\/\(\/ W \M i
ACATACTIG CCAACHGEITICTT ALALAG HGAAAGGI AT GI T CI T T
T N WA
\/\ N '\‘ ’ A | V{/\ |
‘/cy‘/*\ G _G_/c\/c\ AC Mi}_&; SITGIACCIGIGC NG daAGGTATGTTCTTT

Figura 3. Arbol genealdgico del paciente con la variante de novo [50].



Correlacion genotipo-fenotipo

La correlacion clinica se realizd Gnicamente con 145 pacientes que contaban con la
informacion clinica completa. Como se menciono anteriormente, para este analisis
los pacientes fueron divididos en tres grupos de acuerdo con el genotipo:
homocigotos p.Phe508del (grupo 1), dos variantes graves (grupo 2) y al menos una
variante leve (grupo 3). Este analisis mostré que en los 3 grupos existe una
correlacion significativa (p<0.05) con los niveles de cloruros. El grupo 1 presenta los
valores mas elevados (97.3+9.2 mmol/l) en comparacion a los pacientes de los
grupos 2y 3 (93.5£8.3 mmol/l y 85.7+10.8 mmol/l, respectivamente, Tabla 5).

Respecto a la funcion pancreatica, en los tres grupos se presentaron individuos con
IP. Las diferencias significativas fueron observadas uUnicamente cuando se
compararon los grupos 1 y 2 vs. el grupo 3 (p<0.0001). La SP Unicamente se
observé en 14 individuos (9.7 %), principalmente en los pacientes del grupo 3 (13/23)
y en un individuo del grupo 2 quien murié6 a los 18 afios y tenia el genotipo
p.[Trp79Leufs*32]+[Ser549Asn]. Por otro lado, la presencia de ileo meconial se
identifico en el 23.4 % de los pacientes, todos pertenecientes a los grupos 1y 2,
entre los que no existen diferencias significativas, mientras que ambos grupos
presentaron diferencias significativas con el grupo 3 (p<0.001) (Tabla 5).

En las demés caracteristicas clinicas analizadas no se identificaron diferencias
significativas entre los grupos, sin embargo, se observo una tendencia en el peso al
nacer donde el grupo 1 (3012.0£415.4 g) mostré los pesos mas bajos al nacer,
seguido del grupo 2 (3086.4 + 392.5 g) mientras que los pesos mas altos se
observaron en el grupo 3 (3253.0£343.0 g). De igual manera en la edad de inicio
de sintomas y la edad de diagndstico, el grupo 3 presenta edades mas avanzadas
que los otros grupos y de acuerdo con los parametros de funcién pulmonar presenta
un menor deterioro respiratorio (Tabla 5).

El fenotipo de los pacientes con variantes leves se muestra en la Tabla 6. Es
interesante, que de los 10 que presentan IP, 9 (90.0 %) son mujeres mientras que
en los SP hay un 61.5% de mujeres y un 38.5% de hombres. Respecto a los signos
clinicos, los niveles de cloruros son mas altos en los pacientes con IP, la edad del
primer cultivo positivo de P. aeruginosa es menor en los pacientes IP y la funcion
pulmonar estd mas deteriorada.

Solo 15 individuos (10.3%) cursaron con diabetes, la mayoria (14) forma parte de
los grupos 1 y 2. El paciente del grupo 3 con diabetes que presenté las VP
p.Phe508del y ¢.3717+1219C>T cursa con IP y el diagnéstico de diabetes fue
realizado a los 24 afios (Tablas 5y 6).
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Tabla 5. Correlacion genotipo-fenotipo

Valor P
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
Variable Todos (n=145) (n=54) (n=68) (n=23)
Homocigotos Dos variantes Al menos una 1vs 2 2vs 3 1vs 3
p.Phe508del graves variante leve

Sexo (m/h) 52.4% (76) 51.8% (28) 45.6% (31) 73.9% (17) )

47.6% (69) 48.2% (26) 54.4% (37) 26.1% (6)
Peso al nacer (g) 3086.0 +400.9 3012.0+415.4 3086.4+392.5 3253.0+343.0 NS
Talla al nacer (cm) 498 +1.7 49417 499+1.38 50.4+1.3 NS
Edad inicio sintomas 09+1.9 06+15 07+13 2.6+34 NS
(afios)
Edad de diagnostico 29+35 24+31 29+32 4149 NS
(afios)
(Cnl]or;‘g&’lf en sudor 93.6 +9.9 97.3+9.2 93.3+8.4 83.9+12.9 | <0.02 <0.001  <0.0001
Colonizacién P. 15.9% (23) 20.4% (11) 11.8% (8) 17.4% (4)
aeruginosa 21.4% (31) 16.7% (9) 20.6% (14) 34.8% (8) NS
(no/intermitente/crénica) 62.1% (90) 63.0% (34) 66.2% (45) 47.8% (11)
VEF1 (%) 58.0% * 25.8 56.1% * 23.5 57.3% + 26.2 63.2% + 28.2 NS
CVF (%) 68.7% + 25.0 65.4% + 21.6 68.6% + 26.2 74.4% + 27.5 NS
Funcién pancreatica 90.3% (131) 100% (54) 98.5% (67) 43.5% (10) NS <0.000 <0.0001
(IP/SP) 9.7% (14) 0 1.5% (1) 56.5% (13) 1 '
: s 23.4% (34) 35.2% (19) 22.1% (15) 0
lleo meconial (si/no) 76.6% (111) 64.8% (35) 77.9% (53) 100% (23) NS <0.01 <0.001

0, 0, 0, 0,

Diabetes (si/no) 10.3% (15) 16.7% (9) 7.4% (5) 4.3% (1) NS

89.7% (130)

83.3% (45)

92.6% (63)

95.7% (22)

NS= no significativo, SP= suficiencia pancreética, IP= insuficiencia pancreatica, VEF1=
volumen espiratorio forzado en el primer segundo, CVF= capacidad vital forzada
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Tabla 6. Caracteristicas clinicas de los pacientes del grupo 3 con al menos
una variante leve.

Genotipo Sexo Fth? de Ejid Cloruros C°|‘;’;irz;dén Ediil?i:?er VEFRL CVF faIIEedc?:'\icci;to
nacimiento (afios) (mmol/l) geruginosa pos~|t|vo (%) (%) (afios)
(afios)
*p.Phe508del/c.3717+1219C>T M 16/11/1981 8.8 75 crénica 9 34 64 NA
p.Phe508del/p.Ala455Glu F  12/04/1985 1.6 96 crénica 4 36 51 14.1
p.Phe508del/p.Arg117His F 23/12/1990 0.4 80 crénica 4 32 43 11.5
p.Thr1096Asn/ p.Arg334Trp F 12/07/1991 0.7 92 crénica 1 28 41 10.1
p.Gly542*/p.Arg347Pro F 19/12/1991 1.3 96 crénica 6 21 34 10.5
p.Phe508del/p.Arg334Trp F  25/08/1993 5.5 75 crénica 6 21 36 10.1
€.511+1G>T/c.3717+1219C>T F 11/02/1996 5.7 96 crénica 5 38 47 16.2
p.Phe508del/p.Ala455Glu F  21/04/1999 4 81 crénica 8 92 96 NA
p.Phe508del/p.Gly85Glu F 21/05/2000 4.5 103 intermitente 11 88 101 NA
p.Leu967Trp/p.Gly85Glu F 16/08/2012 0.4 94 no NA 105 112 NA
p.Phe508del/ c.3140-26A>G M  06/01/1977 6.2 69 crénica 10 61 69 NA
p.Phe508del/p.Leu1346GIn F 21/04/1987 17 76 intermitente 18 79 88 NA
p.Phe508del/p.lle506Thr F 16/12/1990 0.2 100 intermitente 11 86 95 NA
c.3139delG/p.Ser945Leu M  12/04/1993 16.5 76 intermitente 16 87 96 NA
p.Phe508del/p.Pro750Leu M  18/05/1993 1.5 83 intermitente 10 89 101 NA
€.2988+1G>A/p.Pro205Ser F 02/04/1994 1.1 81 intermitente 18 86 101 NA
p.Trpl089*/c.3717+1219C>T M  20/07/1998 8 52 crénica 8 41 49 16.5
p.Phe508del/p.Arg334Trp M  14/06/2001 0.8 98 intermitente 10 94 104 NA
p.Phe508del/p.Ser945Leu F  06/02/2006 8.6 69 no NA 93 97 NA
p.Phe508del/c.1116+5T>A F 10/07/2008 0.9 82 crénica 4 56 64 NA
p.Phe508del/p.Gly85Glu F 17/09/2009 0.1 93 no NA 102 110 NA
p.Phe508del/p.Ala455Glu F 10/10/2011 0.1 95 no NA 101 107 NA
p.Phe508del/p.Ser945Leu F 21/05/2014 0.5 69 intermitente 2 NA NA NA

*PACIENTE CON DIABETES
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Andlisis de supervivencia

Las curvas de supervivencia se realizaron estratificando a la poblacién por afio de
nacimiento en 3 diferentes cohortes: 1977-1992 (cohorte 1), 1993-2002 (cohorte 2)
y 2003-2012 (cohorte 3). Los individuos nacidos después del 2012 no fueron
incluidos por no contar con la edad requerida para el analisis.

La cohorte 1977-1992 es la Unica en la que han fallecido el 50 % de los pacientes,
por lo que es la Unica en la que se logr6 obtener la mediana de edad de
supervivencia que fue de 21 afos. En las otras dos cohortes, la mediana de edad
de supervivencia es estimada y en ambos casos fue mayor a los 30 afios. Al
comparar las 3 cohortes se observé que la pendiente disminuye conforme aumenta
la fecha de nacimiento, lo que sugiere que la probabilidad de supervivencia es
mayor en los pacientes con FQ nacidos en afios recientes (Grafica 3).

Las curvas de supervivencia por genotipo mostraron que en la primera cohorte
(1977-1992) la mediana de supervivencia fue de entre 16-20 afios para los 3 grupos
(homocigotos p.Phe508del, 2 variantes graves y al menos una leve).
Interesantemente, se observd que en edades mas avanzadas los pacientes
homocigotos p.Phe508del presentaron una probabilidad de supervivencia <30 %,
mientras que en los pacientes con al menos una variante leve esta fue de 50 %. En
cambio, en la cohorte 2 (1993-2002) desde los primeros afios de vida los pacientes
homocigotos p.Phe508del presentan una menor probabilidad de supervivencia que
los otros dos genotipos; tendencia que se mantiene en los siguientes afios de vida
(Grafica 4).

Al comparar los genotipos entre cohortes se observdo que los homocigotos
p.Phe508del presentaron la misma mediana de supervivencia (16-20 afios), se
observd que estos pacientes al nacer entre 1993-2002 tienen una mejor
probabilidad de supervivencia que los nacidos entre 1977-1992. Estas diferencias
entre cohortes se mantienen para los otros genotipos (Gréfica 4).
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Gréfica 3. Curva de supervivencia por cohorte
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DISCUSION

En México se estima que cada afio nacen aproximadamente 400 nifios con FQ, de
los cuales solo el 15% es diagnosticado con vida, mientras que el resto fallece antes
de cumplir los 4 afios por complicaciones respiratorias y desnutricion. Aunado a
esto, no todos los pacientes con diagnostico clinico cuentan con un estudio
molecular, por lo que no conocen su genotipo y no son candidatos a los nuevos
tratamientos dirigidos a variantes especificas en CFTR. EIl diagnéstico molecular
puede complicarse debido a que la metodologia mas empleada por los laboratorios
son los paneles comerciales como el INNO-LIPA®, que fue disefiado para poblacion
caucésica. Este panel identifica un total de 36 VP de las cuales solo 20 se han
reportado en mexicanos y no incluye algunas de las mas comunes en nuestra
poblacion como la p.Ser549Asn y la p.Asn386llefs*3. En México, la TDet es de
alrededor del 77 % [29] empleando distintos métodos para la busqueda de variantes,
por lo que es necesario identificar el espectro total de variantes en la poblacion
mexicana con FQ para contribuir a un mejor tratamiento y manejo clinico de los
pacientes.

Para la identificacion de variantes en este estudio se utilizé una estrategia en 3
etapas consecutivas siguiendo las recomendaciones de la guia europea de
diagnéstico molecular de FQ [51]. En la primera etapa, se emple6 mutagénesis
dirigida para la busqueda de las 5 VP mas comunes en la poblacion mexicana,
técnica que presenta la ventaja de ser simple y rapida. La siguiente etapa, consistio
en la secuenciacion completa del gen CFTR, la cual permitio la identificacion tanto
de variantes nuevas como conocidas con una alta especificidad, pero el costo aun
es elevado e inaccesible para algunos pacientes, ademas de tener la desventaja de
no detectar rearreglos cromosdmicos complejos. La ultima etapa (MLPA) se empled
para la deteccion de variantes en el nimero de copias, cuya frecuencia es de 1-2%
en los alelos de FQ [52].

Mediante la busqueda de las 5 VP mas comunes reportadas previamente en
poblacién mexicana se obtuvo una TDet del 58.0 %. Realizando la secuenciacion
completa del gen la TDet aument6 a un 83.9 %Yy finalmente, utilizando el MLPA para
rearreglos complejos se incremento esta tasa hasta el 85.4%. La estrategia utilizada
en este estudio permitié la mayor TDet hasta ahora reportada para la poblacion
mexicana con un total de 85 VP (tomando en cuenta todos los estudios)
identificadas en CFTR.

Las TDet en FQ varian dependiendo de las metodologias empleadas y de la
poblacion de estudio. EI American College of Medical Genetics recomienda un panel
de 23 VP, el cual es de gran utilidad en judios Ashkenazi, ya que permite una TDet
del 94 %, pero no es dutil para otras poblaciones ya que en hispanos y
afroamericanos solo identifica los dos alelos causales en un intervalo de 43% a 53
% de los pacientes con FQ [52]. En mexicanos, este panel no es recomendado, ya
gue solo incluye 19 de las variantes reportadas para nuestra poblacién y no detecta
algunas de las mas frecuentes.
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Hasta ahora, las mejores TDet se han obtenido mediante el uso combinado de
varias metodologias; secuenciacion Sanger de los 27 exones, las regiones
intronicas alrededor de los exones y las variantes intrénicas profundas conocidas, y
la busqueda de rearreglos cromosémicos complejos mediante MLPA [53].
Recientemente, las nuevas tecnologias de secuenciacién masiva se han vuelto mas
accesibles abriendo la oportunidad de utilizarlas en el diagndstico molecular de FQ
en diferentes poblaciones. Por mencionar algunos ejemplos, en las poblaciones
europeas la secuenciacion completa del gen CFTR ha permitido TDet de entre 97-
99.5 % [54-56], identificando variantes nuevas incluso, a nivel mundial. No obstante,
las técnicas de secuenciacion tienen la desventaja de no identificar rearreglos
gendmicos grandes como deleciones o inserciones de exones completos, los cuales
se han reportado con una frecuencia de entre 1.0 y 2.0% en los alelos causales en

FQ [52].

En este estudio se obtuvo una TDet del 85.4 % con 72 VP, algo similar a lo
observado en la poblacién polaca; 82.5 % con 75 VP [57]. En poblaciones latinas,
las TDet mas altas se han reportado en Brasil con un 97.2%y un espectro de 45 VP
[31] y en Argentina con un 91.0 % y 34 VP [58], mientras que las mas bajas se
reportan en Chile (TDet del 42.0 % con 14 VP) [59] y en Peru (TDet del 30.6 % con
3 VP) [60].

Los estudios anteriores sugieren que entre mayor es el nimero de VP presentes en
la poblacion menor es la tasa de deteccién, por lo que es importante un enfoque
especializado y dirigido, ademas de la utilizacion de diferentes metodologias ya que
con una sola no es posible detectar todo el espectro de variantes. En poblaciones
con una gran heterogeneidad alélica, como lo ha mostrado ser México, es necesaria
una estrategia que considere ademas de lo antes mencionado, aspectos practicos
y econdmicos para un diagndstico molecular rapido y accesible. En este estudio se
sugiere una lista de 25 VP (Tabla 7) que podrian incluirse en un panel dirigido a la
poblacibn mexicana o bien, buscarse dirigidamente mediante técnicas como
secuenciacion Sanger o mutagénesis dirigida, con el cual se obtendria una tasa de
detecciéon del 746 % y posteriormente, solo en algunos casos realizar la
secuenciacion completa del gen y el MLPA, considerando los resultados de este
trabajo en el que se identificaron VP de muy baja frecuencia, asi como nuevas y
exclusivas de una familia.
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Tabla 7. Panel de 25 variantes recomendado para la poblacion mexicana

Variante Frecuencia (%)
p.Phe508del 46.07
p.Gly542* 6.25
p.Asn1303Lys 2.14
p.lle507del 1.96
p.Asn386llefs*3 1.79
p.Ser549Asn 1.61
p.Ser945Leu, p.Trpl1204* 1.43
p.Arg75*, p.Gly1323 Vall415del 1.07
C.274-1G>A, p.Arg334Trp 0.89
€.165-1G>A, p.Gly85Glu, ¢.579+1G>T, p.Ser641Argfs*5, 0.71
€.2988+1G>A, p.Trpl1089*

p.GIn98Arg, ¢.489+1G>T, ¢.1116+1G>A, p.Ala561Serfs*15, 0.54

p.Gly1047Alafs*13, ¢.3140-26A>G, ¢.3717+1219C>T

De las 72 VP identificadas en este estudio, el 70.8 % (51) se encuentra en region
codificante. El resto de las variantes se identificaron en los limites intron-exén (14),
en regiones intrénicas profundas (4) y solo una, en la region del promotor. Del total
de variantes, el 36.1 % son variantes de cambio de sentido, el 24.9 % afectan el
splicing, el 29.2 % producen codones de paro prematuros, el 5.6 % son deleciones o
inserciones pequefias que no alteran el marco de lectura, el 2.8 % son rearreglos
grandes y el 1.4% son variantes que afectan el nivel de expresion.

Las frecuencias alélicas obtenidas son similares a lo reportado anteriormente en
poblacion mexicana. La variante mas frecuente fue la p.Phe508del, siendo esta la
mas comun a nivel mundial con un 60 % de los alelos de FQ [27]. En diversos
estudios se ha reportado que esta variante tiene un origen Unico europeo de, al
menos 3,000 afios de antigliedad [61] y que se distribuyé mediante las migraciones
mostrando actualmente un gradiente descendiente de frecuencia de norte a sur en
Europa. En México, esta variante se encuentra en mayor frecuencia en el norte del
pais comparado con el sur lo cual correlaciona con que la proporcién de ancestria
europea también es mayor en el norte del pais [62].

Las siguientes variantes mas frecuentes en nuestra poblacion fueron la p.Gly542*
(6.25%) y la p.Asn1303Lys (2.14 %), similar a lo reportado en espafioles [63]. Ambas
variantes tienen un origen unico en la poblacion fenicia [27] encontrando las
frecuencias mas altas reportadas en Libano (p.Gly542*: 1.3%y p.Asn1303Lys: 9.4
-270%) y en poblaciones de la costa del mediterraneo como Tunez, Argelia y las
regiones del sur de Espafia e Italia que fueron importantes centros comerciales de
los fenicios [25]. Estas variantes también se han identificado dentro de las mas
frecuentes en otros paises del sur de América como Argentina, Brasil y Chile, lo que
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sugiere que probablemente fueron introducidas en estas poblaciones a traves del
mestizaje con los europeos en los siglos XVI-XVII [28] .

Ademas de las ya mencionadas, se identificaron otras siete variantes con una
frecuencia mayor que 1.0%, de las cuales la p.Asn386llefs*3 y la p.Ser945Leu son
nuevas para la poblacion mexicana. En un estudio realizado en Estados Unidos en
el que dividen a los pacientes por ancestria en hispanos, negros, asiaticos y nativos
americanos, reportaron las 50 variantes causales mas comunes para cada grupo.
Algunas de estas variantes fueron compartidas, mientras que otras se encontraron
restringidas a uno de los grupos étnicos [64]. Interesantemente, la poblacién
hispana presentd veinte variantes exclusivas, de las cuales: c.274-1G>A,
€.1116+1G>A, p.Asn386llefs*3, p.Ser641Argfs*5, p.Trpl089* y p.Trpl1204* fueron
identificadas en nuestro analisis con una frecuencia >0.5%. El estudio mencionado
es un ejemplo de la amplia variabilidad que existe en los espectros de variantes aun
dentro de un mismo pais. Por otro lado, y con base en la informacién recabada
existen variantes que estan restringidas a ciertas poblaciones; la variante
p.Asn386llefs*3 puede ser exclusiva de hispanos ya que ademas de en nuestra
poblacién, Unicamente se encuentra reportada en la base CFTR1 en dos pacientes
de origen hispano (uno en forma homocigota y otro heterocigoto) y en la base del
EXAC en 3 portadores latinos de 59,277 individuos analizados.

Por otro lado, las variantes p.Arg334Trp, ¢.579+1G>T y p.lle507del, identificadas
con una frecuencia mayor que 05 % también se han observado en los espafioles
con frecuencias similares [63]. En tanto que la p.Ser945Leu solo se ha reportado en
las poblaciones finlandesa y francesa con frecuencias similares [27,55]. En el
espectro latinoamericano, ademas de las mas comunes a nivel mundial
(p.Phe508del, p.Gly542* y p.Asn1303Lys), existen otras variantes frecuentes como
p.Trpl1282*y p.Arg1162*. En tanto que otras, tienen bajas frecuencias (<1.0 %) pero
también se comparten entre los diferentes paises como p.Arg75*%, ¢.274-1G>C,
c.489+1G>T, ¢.579+1G>T, p.Arg334Trp, p.lle507del, p.Ser549Arg, p.Ser549Asn,
p.Ser641Argfs*5, €.2988+1G>A, p.Trpl089* y ¢.3717+1219C>T [28].
Particularmente la ¢.2988+1G>A, se ha reportado en poblaciones con un alto
componente africano como Brasil [31].

Hoy en dia, los estudios funcionales toman cada vez mayor relevancia para
determinar la patogenicidad de las variantes intrénicas y exénicas. Nuestro estudio
identificO dos variantes intronicas profundas cuya patogenicidad se habia
determinado gracias a los estudios funcionales realizados en poblacion espafiola
(c.1680-886A>G) [65] e italiana (c.1680-877G>T) [48]. La variante c.1680-886A>G,
con una frecuencia del 2.0% en poblacion espafiola, crea un nuevo sitio donador de
splicing que resulta en la inclusion de un pseudoexon de 49 pares de bases
produciendo una proteina con un codon de paro prematuro. De manera similar, la
€.1680-877G>T activa un sitio donador de splicing criptico generando la inclusién
de un pseudoexdn de 53 pares de bases y una proteina trunca (p.Ala561Serfs*15).
Esta dltima fue identificada en dos pacientes de ancestria hispana con un fenotipo
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grave. Adicionalmente, encontramos otras dos variantes intronicas (c.3140-26A>G
y ¢.3717+1219C>T) reportadas previamente en poblacion mexicana que activan
sitios aceptores de splicing cripticos. La identificacion de estas cuatro variantes
contribuye a resaltar la importancia de analizar las regiones intronicas profundas ya
que, en nuestra poblacion, estas variantes constituyen el 2.4 % de los alelos. Es
importante sefialar que, dentro de los pacientes en los que no se han identificado
los alelos causales, existen portadores de variantes intronicas profundas cuya
significancia funcional se desconoce pero que podrian alterar el splicing canonico.
Aunado a lo anterior, es importante resaltar que en todas las variantes (nuevas o
conocidas) de las que se desconozca su funcién es importante realizar este tipo de
estudio, ya que dia a dia se identifica su patogenicidad. Como ejemplo se
encuentran las variantes que alteran el splicing candnico recientemente reportadas
en la poblacion italiana (c.1584+18672A>G), en la francesa (c.1680-883A>G,
€.2989-313A>T, ¢.3469-1304C<G y ¢.3874-4522A>G) y en la hispana
(c.1679+1643G>T) [53,66,67]. Los analisis funcionales estan fuera de los objetivos
de este estudio, sin embargo, es indiscutible la importancia de combinar estrategias
para elucidar los efectos de las variantes y caracterizar su relacion con la
patogénesis de las enfermedades genéticas.

La variante ¢.2822delT (p.Leu941GInfs*27) no se encontr6 reportada en las bases
de datos de FQ, sin embargo realizando una busqueda especifica en PubMed se
encontré en un estudio en poblacién de California [49]. En este trabajo se reportan
dos pacientes homocigotos de ancestria hispana referidos por presentar valores
elevados de TIR e ileo meconial. Uno de ellos, fue diagnosticado durante el primer
afno de vida y el otro a los 4 afios, los valores de cloruros eran de 82 y 94 mmol/l y
ambos presentaron cultivos positivos para P. aeruginosa y S. aureus. El paciente
de este estudio, heterocigoto compuesto p.[Leu941Qfs*27]+[Arg75*], presentd IP y
un nivel de cloruros en sudor de 120 mmol/l, desconocemos si presenta cultivos
positivos para P. aeruginosa y S. aureus por lo que no podemos profundizar en la
correlacion genotipo-fenotipo.

La metodologia de MLPA, nos permitié identificar dos rearreglos complejos, una
delecién de los exones 25y 26 (p.Gly1323 Vall415del) reportada previamente en
poblacién francesa [68] y una duplicacibn nueva de cuatro exones
(CFTRdupl18_21). Esta duplicacibn nueva se encontrd6 en dos pacientes
heterocigotos compuestos; una paciente de 4 afios, con un nivel de cloruros de 121
mmol/l y en una paciente de 2 meses referida por TIR elevado e ileo meconial que
presenta IP. Los puntos de ruptura se estan analizando por lo que no se ha realizado
el andlisis in silico.

De las variantes nuevas a nivel mundial, ocho se identificaron en un solo paciente;
seis en forma heterocigota (c.1116+5T>A, p.Ser431Phe, p.Cys832Phe,
p.Leu967Trp, ¢.3469-1G>A vy p.Leul346GIn), una en forma homocigota
(p.Thrl263Metfs*15) y una, p.Glu588* fue de novo. Los pacientes portadores de
p.Ser431Phe, p.Cys832Phe, p.Leu967Trp y ¢.3469-1G>A presentaron una variante
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grave en el otro alelo e IP, lo que sugiere que estas variantes producen un fenotipo
grave, aunque es necesario realizar un analisis funcional para determinar el efecto
en la proteina. En relacion a las variantes ¢.1116+5T>A y p.Leul1346GIn, ambas se
identificaron en pacientes portadores de p.Phe508del y que clinicamente
presentaron SP; dado que p.Phe508del es grave y nuestros pacientes son SP
nosotros sugerimos que muy probablemente sean variantes patogénicas leves.

El paciente homocigoto para la variante ¢.3788delC (p.Thr1263Metfs*15) presentd
sintomas a partir del primer afio de vida, cloruros en sudor de 80 mmol/l, IP y
colonizacion crénica por P. aeruginosa. La delecion de citosina en la posicion 3788
del cDNA altera el marco de lectura y produce un codon de paro prematuro. Este
tipo de variantes, son detectadas en el RNA mensajero mediante el mecanismo
denominado degradacion de RNA mensajero mediado por codones de paro que
evita que se generen proteinas truncas, por lo que no se lleva a cabo el proceso de
traduccion [69]. Dado el defecto molecular y la sintomatologia del paciente, esta
variante produce un fenotipo grave.

En relacion a la variante de novo, p.Glu588*, fue identificada en un paciente
heterocigoto compuesto con la variante p.Trpl089*. El paciente presenta un
fenotipo grave con IP, lo cual es de esperarse dado que ambas variantes son de
clase I. A la fecha se han reportado 9 casos de variantes de novo en el gen CFTR
con una incidencia de 1/1100 alelos de FQ [56,70—74]. Interesantemente, todas las
variantes de novo se han identificado en el alelo paterno, al igual que en este caso.
Dado que en la literatura se ha reportado que existe una mayor tasa de mutacion
en las células germinales paternas conforme aumenta la edad [75,76] esto se ha
relacionado con la edad del padre en el momento de la concepcion. El padre de este
paciente tenia 37 afios al momento de la concepcion y solo en otros dos casos se
reportan las edades de los padres (25 y 32 afios). En FQ, aun no existe suficiente
informacion para elucidar si existe una relacion entre las mutaciones de novo y la
tasa de mutacién en células germinales. Para confirmar el origen de la mutacion
seria de gran utilidad la secuenciacién de las células germinales, sin embargo, esto
no ha sido posible por la dificultad para obtener la muestra por decisiones
personales de los padres o por que estos se han realizado la vasectomia.

Respecto a las variantes nuevas que se identificaron en mas de un individuo: ¢.580-
2A>G se identifico en dos pacientes. La primera, una paciente femenina cuya edad
de inicio de sintomas fue de 3 afios con IP y con p.Gly542* en el otro alelo y en un
paciente masculino en combinacién con p.Trp1204* en el otro alelo, del que no se
cuenta con informacion de sus manifestaciones clinicas. Esta variante se localiza
en el sitio aceptor de splicing del exén 6 y altera el dinucleotido canonico AG. El
analisis in silico predice que altera el proceso de splicing y es probable que la
consecuencia funcional sea la exclusion del exon 6, ya que las variantes que afectan
los sitios aceptores o donadores de splicing pueden producir que los exones
candnicos sean saltados produciendo un RNA mensajero defectuoso que genere
una proteina no funcional [77]. Este tipo de variantes, enlistadas en la clase |
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(sintesis defectuosa) y se consideran graves, lo cual coincide con el fenotipo
observado en la paciente.

La variante ¢.[1066_1071delCTTTGG;1072G>A] se identificd en dos pacientes: uno
femenino que presentd sintomas a partir de los 8 afios y fue diagnosticada a los 15
afios con un nivel de cloruros de 82 mmol/l, IP, colonizacién cronica por P.
aeruginosa con p.Phe508del identificada en el otro alelo y un paciente cuyos
sintomas comenzaron a los 2 afios, con dos pruebas de cloruros en sudor (99y 113
mmol/l) y con IP (no se ha identificado el otro alelo causal). Esta variante produce
la eliminacion de los aminoacidos triptéfano y alanina en las posiciones 356 y 357
de la proteina y un cambio en la posicion 358 de valina por isoleucina. La eliminacién
de estos aminoacidos del dominio MSD1 de la proteina probablemente alteren las
interacciones necesarias para el plegamiento y la estabilidad.

La variante c¢.3139delG (p.Glyl047Alafs*13) se identificO en 3 pacientes
heterocigotos compuestos. El primero, presenta IP y p.Ser945Leu en el otro alelo.
El segundo paciente presenta p.Phe508del en el otro alelo, pero no cuenta con
informacion clinica. Y el tercero, referido por ileo meconial, presenta IP y dos
pruebas de cloruros en sudor de 116 y 118 mmol/l con una variante en el promotor
en el otro alelo (c.-869T[8_9]). Esta variante es de clase | y los pacientes presentan
caracteristicas clinicas graves de acuerdo con dos variantes graves.

La ¢.3230_3231delTG (p.Phel078Profs*77) se encontr6 en dos pacientes. La
primera es una paciente diagnosticada a los 3 meses que presenta IP y una variante
de splicing en el otro alelo (c.165-1G>A) y el segundo paciente fue un nifio cuyos
sintomas comenzaron durante el primer afio de vida, con 101 mmol/l de cloruros en
sudor, infeccion crénica por Pseudomonas aeruginosa, IP y otra variante que
produce un coddén de paro prematuro en el otro alelo (p.Asn386llefs*3). Dado que
la variante produce un codén de paro prematuro y ambos pacientes presentan IP
seria grave de clase I.

Solo 3 de las variantes nuevas se encontraron en la base de datos de EXAC (en
esta base se encuentran los exomas de individuos incluidos en estudios de genética
de poblaciones y enfermedades que no incluyen a la FQ). La variante ¢.580-2A>G
en forma heterocigota en 2 individuos europeos y un latino. En tanto que
p.Gly1047Alafs*13 y p.Phel078Profs*77 se identificaron solo en un individuo latino
cada una de 11394 y 11360 alelos analizados, respectivamente, por lo que estas
pudieran ser especificas de poblacién latina.

Hasta ahora, se han identificado un total 85 variantes distintas en CFTR en
poblacibn mexicana, lo cual la coloca entre las poblaciones con mayor
heterogeneidad alélica a nivel mundial, después de paises como Estados Unidos y
Francia, lo cual implica un reto para la identificacién y la caracterizacion funcional
de las variantes presentes en la poblacion.

A pesar de que la FQ es una enfermedad mendeliana, la correlacion genotipo-
fenotipo es complicada debido a su gran heterogeneidad en la expresion fenotipica.
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Aunado a esto, es importante considerar las distintas de variantes, los alelos
complejos asi como la contribucion de los genes modificadores y factores
ambientales (humo de cigarro y microorganismos patégenos, contaminacion, clima,
estatus socioecondmico y nutricion) [78]. El enfoque mas utilizado para este tipo de
correlacion es por la clasificacion de las variantes en CFTR en seis clases
dependiendo del efecto que presentan en la proteina, lo que conduce a determinar
variantes que resultan en fenotipos graves y leves. Por otro lado, existen
manifestaciones clinicas prevalentes, como la infertilidad masculina y los niveles de
cloro en sudor, que al encontrarse alterados en la mayoria de los pacientes son un
parametro decisivo para el diagnostico de la enfermedad [79].

La correlacion del genotipo-fenotipo en nuestro estudio mostré que los valores mas
elevados de cloruros en sudor estuvieron presentes en los pacientes homocigotos
p.Phe508del y los menores en los pacientes con al menos una variante leve, similar
a lo que reportan otros estudios en los que hacen la misma estratificaciéon [80].
Interesantemente, uno de los pacientes cuyo genotipo fue c.[3266G>A]+
[3717+1219C>T] presentaba niveles de cloruros limitrofes (51.8 mmol/l). La variante
c.3717+1219C>T es de clase V y, de acuerdo con la literatura, se ha identificado en
pacientes que no presentan niveles elevados de cloruros en sudor [27], o que
resalta la importancia de estudiar a los pacientes con resultados limitrofes en la
prueba. Asi mismo, cabe considerar que pueden existir diferencias en los niveles de
cloruros no solo por el genotipo sino también por la edad, el sexo y la cantidad de
sudor recolectada [81].

Mientras que el desarrollo de la enfermedad pulmonar es el rasgo clinico mas
prevalente en la FQ, la tasa de decaimiento de la funcién pulmonar, la severidad y
la edad en que se presentan colonizaciones cronicas bacterianas es altamente
variable [79]. No obstante, los pacientes con variantes de clase I-1ll generalmente
presentan mayor deterioro de la funcién pulmonar y una disminucién mas rapida de
FEV1 que aquellos con variantes de clases IV y V [79]. Asi, la severidad de la
enfermedad pulmonar es influenciada tanto por el genotipo en CFTR como por
factores ambientales y variantes en genes modificadores; la heredabilidad no
asociada a CFTR para la gravedad de la enfermedad pulmonar se estima entre el
0.54 y 0.80 [82,83]. En el presente estudio no se observaron diferencias
significativas en la funcién pulmonar entre los 3 grupos estratificados por genotipo,
sin embargo, se observo que los pacientes con dos variantes graves presentaban
menores valores de FEV1 y CVF comparados con los pacientes con una variante
leve lo que concuerda con lo reportado en la literatura. En relacién a la colonizacion
por P. aeruginosa no encontramos correlacion con el genotipo, probablemente se
deba a otros factores externos, como la exposicion a agentes infecciosos,
contaminacion ambiental, exposicion al humo de tabaco y variantes en genes
modificadores ya que, recientemente se reportd en poblacion mexicana la
asociacion de la severidad de la enfermedad pulmonar con variantes en los genes
MLB2 (rs11003125 y rs5030737) y ADRB2 (rs1042713), ambos relacionados con la
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respuesta inmune [84]. Dado que el fallo pulmonar es la principal causa de muerte
en pacientes con FQ es necesario profundizar en el conocimiento de la
fisiopatologia de la enfermedad respiratoria, asi como los factores que contribuyen
a su manifestacion en poblacion mexicana para desarrollar tratamientos que
mejoren tanto la calidad como la sobrevida de los pacientes.

Se estima que el 20% de los pacientes con FQ presentan ileo meconial, en nuestra
poblacion se presento en el 23.4% (34 pacientes), todos con dos variantes graves,
lo que concuerda con la literatura ya que solo se ha observado la presencia de esta
complicacion en pacientes con dos variantes graves [85]. No obstante, también
entre pacientes con dos variantes graves se ha reportado heterogeneidad en la
expresion del ileo meconial, siendo més predominante en los portadores de las
variantes p.Gly542* y p.Phe508del que en aquellos con p.Gly551Asp[85]. En
nuestro estudio, 19 pacientes con ileo meconial fueron homocigotos p.Phe508del y
9 fueron portadores de p.Gly542*: dos en forma homocigota, cinco en combinacién
con p.Phe508del y dos en combinacién con p.Asn1303Lys. Sin embargo, se ha
demostrado que algunas variantes en genes modificadores pueden influir en la
presencia de ileo meconial con una heredabilidad no relacionada con CFTR de
>0.80 [79]. Dentro de los genes que han resultado asociados con un mayor riesgo
a desarrollar ileo meconial se encuentran principalmente SLC6A14, SLC26A9,
SLC9A3 y MSRA [85]. SLC9A3 y SLC6A14 (que codifican proteinas transportadoras
de solutos) también se han asociado con la severidad de la enfermedad pulmonar
y con la edad de la primera infeccion con P.aeruginosa [86].

La falta de funcionalidad de CFTR en pancreas produce pérdida de la funcién
exocrina que se refleja en una mala absorcion de nutrientes y grasa, asi como en
un aumento en el riesgo de desarrollar diabetes asociada a FQ [87]. Cuando la
funcién exocrina es menor que el 5% se observa que los pacientes cursan con IP y
gue la mayoria son portadores de variantes de clases I-lll. Por el contrario, cuando
los pacientes son SP (es decir, funcion exocrina >5%) principalmente presentan
variantes de las de clases IV-VI [88]. En nuestra poblacién, del 90.3% que cursé con
IP, todos fueron portadores de 2 variantes graves excepto uno, mientras que en los
pacientes con al menos una variante leve se presentd la IP en el 45.8%. Estudios
previos en poblacibn mexicana han reportado que el 83.5% de los pacientes
presentan IP, y aunque la mayoria tiene dos variantes graves, se identificaron 9
pacientes con al menos 1 variante leve, observandose IP en el 34.6% de los
pacientes con al menos 1 variante leve [89]. Las discrepancias entre pacientes con
variantes leves y la presentaciéon de IP se han reportado también en otras
poblaciones, como la francesa y la rusa en donde el 24% y el 7.9%
(respectivamente) de los pacientes con al menos una variante leve presentaron IP
[90,91]. Inclusive, se han observado diferencias en el estatus pancreatico entre
hermanos con el mismo genotipo en variantes como p.Arg334Trp[83], que también
se asocio con IP en 4 de 12 pacientes espafioles heterocigotos compuestos para
esta variante [92]. Asi, existen variantes leves que se asocian con un fenotipo
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pancreatico variable como la ya mencionada o p.Gly85Glu [33], que en nuestra
poblacién se identifico en 2 pacientes con IP y uno con SP. Dentro de las posibles
explicaciones para estas diferencias se han propuesto diferencias en la expresion o
la funcionalidad de la proteina tejido-especificas, como procesos de splicing
alternativo o la edad de los pacientes [90]. Por otro lado, se ha reportado que los
pacientes SP pueden eventualmente presentar IP; en un estudio en poblacién de
Israel reportan 4 casos con los genotipos p.[Phe508del]+[Gly85Glul],
p.[Trp1282*+[lle1234Val], p.[Trp1282*]+[Gly85glu] y p.[Aspl152His]+[5T] en los
que hubo un cambio de estatus pancreatico a los 12, 14, 22 y 34 afios,
respectivamente [88].

A pesar de que la funcidn pancreética endoégena usualmente se conserva durante
la infancia, en afios posteriores la destruccion progresiva del parénquima secretor
puede resultar en el desarrollo de diabetes asociada a FQ [9]. De ahi que el
desarrollo de diabetes sea dependiente de la edad; raramente se presenta durante
la niflez mientras que al menos el 25% de los adultos si la presenta. Ademas del
riesgo asociado con la edad se han identificado otros factores de riesgo para su
manifestacion como: la IP, dos variantes graves, una funcién pulmonar e indice de
masa corporal reducidos y el uso de esteroides [93]. Todos los pacientes que
cursaron con diabetes en este estudio (15) presentan IP y colonizacion crénica por
P. aeruginosa y solo uno presenta en su genotipo una variante leve. La mayoria (10)
fueron diagnosticados con diabetes después de los 18 afos, en tanto que los cinco
en los que se presentd durante la nifiez tienen dos variantes graves y las edades de
diagnostico fueron 7, 10, 13, 13 y 14 afios. No parece haber relacién entre la
presencia de ileo meconial y el desarrollo de diabetes ya que solo 3 pacientes lo
presentaron al nacer. El tratamiento adecuado de la diabetes asociada a FQ mejora
el estado nutricional de los pacientes y la funcién pulmonar, por lo que el
entendimiento de esta complicacion es esencial para mejorar la supervivencia en
afnos posteriores [93] considerando ademas que esta complicacién se asocia con
mayor mortalidad [9].

A pesar de la complejidad de establecer correlaciones entre el genotipo en CFTR y
las manifestaciones clinicas, en resumen, se puede decir que los pacientes con dos
variantes graves presentan IP, valores mas elevados de cloruros en sudor, mayor
deterioro pulmonar y son los Unicos entre los que se presenta el ileo meconial.
Mientras que aquellos con al menos una variante leve son en su mayoria SP y
presentan un fenotipo menos grave. El rasgo que presentd mayor variabilidad entre
genotipos fue el desarrollo de diabetes que esta estrechamente relacionado con la
edad y factores ambientales. Asi, la contribucion del genotipo en CFTR es mas
determinante en algunas de las manifestaciones clinicas (nivel de cloruros en sudor
y funcidén pancreéatica), mientras que parece tener menor influencia en otras como
ileo meconial al nacer y diabetes. Recientemente se ha observado que también las
mejoras en el tratamiento médico (que han aumentado considerablemente en afos
recientes) influyen en la expresion clinica de la enfermedad [83].
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La mayoria de los estudios de correlacion genotipo-fenotipo se han realizado a nivel
de manifestaciones clinicas, y su importancia es incuestionable en cuanto
significancia préactica, pero también es necesario sefalar sus limitaciones respecto
al entendimiento de los procesos y mecanismos que subyacen en los fenotipos
particulares. Esto se debe a que el fenotipo de FQ es el resultado de multiples
interacciones entre procesos gque ocurren a nivel de relaciones entre multiples genes
y otros factores tanto ambientales como estocasticos [94].

A partir de la identificacion del gen CFTR y de la caracterizacion de la FQ se
comenzaron a llevar registros nacionales de la enfermedad que han permitido
andlisis epidemiologicos y de sobrevida en los pacientes. Dentro de las ventajas de
estos, esta el nimero de pacientes registrados, la cobertura a nivel nacional y el
seguimiento de los pacientes. Ademas, estos estudios son de gran importancia, ya
que los estimados de supervivencia son un parametro importante para la
consideracion de los pacientes candidatos a trasplante de pulmon ya que las guias
internacionales recomiendan que el procedimiento se lleve a cabo solo si la
esperanza de vida es menor o igual a 2 afios [95]. Dentro de los registros mas
antiguos de este tipo esta el de Estados Unidos, establecido en 1966 y que hoy
cuenta con informacién de mas de 48,000 individuos con FQ [96].

Entre los parametros de supervivencia usualmente reportados por los registros se
encuentran el porcentaje de la poblacion que llega a la edad adulta, la edad media
de fallecimiento y la mediana de sobrevida. A pesar de que todas son medidas de
supervivencia, sus significados son distintos y la informacién de la que parten
también. La proporcion de adultos solo considera a la poblacién viva; la edad media
de fallecimiento considera Unicamente a los pacientes fallecidos y no brinda
informacion sobre si los individuos vivos han aumentado su tiempo de vida. La edad
media de fallecimiento fluctia con la estructura de edad de la poblacion y es menos
informativa cuando las tasas de mortalidad son bajas, lo cual complica las
comparaciones entre registros de distintos paises dado que la distribucion de edad
de las poblaciones es distinta. En cambio, la mediana de supervivencia se ha
considerado un parametro mas confiable para las estimaciones de supervivencia y
las comparaciones, ya que a pesar de considerar que la tasa de mortalidad se
mantiene constante, se calcula tomando en cuenta tanto a los individuos fallecidos
como a los vivos. La edad mediana de supervivencia se obtiene de curvas de
supervivencia que se construyen a partir del calculo de tasas de mortalidad edad-
especificas y es la edad mas alla de la cual se espera que vivan el 50% de los
pacientes con FQ [97]. Existen dos aproximaciones para realizar este tipo de curvas:
por periodo o por cohorte de nacimiento. La primera provee informacion mas
relevante para estimados de pacientes nacidos en la actualidad, mientras que la
segunda es mas apropiada para comparar tendencias de supervivencia entre
distintas cohortes de nacimiento [98]. Los estadisticos calculados en este estudio
corresponden al segundo tipo, por lo que se refieren a las posibilidades de vivir mas
alld de una edad especifica dependiendo del afio de nacimiento.
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Una de las complicaciones para obtener la edad mediana de supervivencia es que
el 50% de la cohorte debe haber fallecido; de las 3 cohortes en este estudio
Gnicamente en la primera (1977-1992) se pudo realizar el calculo que fue de 21
afios, encontrandose un poco mas baja comparada con la mediana de
supervivencia de los Estados Unidos, donde para los individuos con FQ nacidos
entre 1986 y 1992 es de 28-29 afos [99]. Para las otras dos cohortes del estudio
(1993-2002 y 2003-2012), se estimdé mayor que 30 afios, algo muy similar a lo que
reportan en Estados Unidos para las cohortes de 1993-1997 (30 afios) y las de
2010-2014 (40 afnos).

A partir de las curvas de supervivencia obtenidas se observa que la probabilidad de
supervivencia aumenta en los individuos nacidos mas recientemente. Este
aumento, también observado a nivel mundial, se relaciona con edades de
diagnéstico mas tempranas, al mayor conocimiento de los factores externos que
influyen en la enfermedad, la implementacion del tamiz neonatal (en nuestro pais),
y al desarrollo de nuevos medicamentos. Por ejemplo, dentro de los factores
externos que contribuyen a mejorar la calidad de vida de los pacientes, se encuentra
la dieta. Un estudio realizado en Toronto y Boston evidencio que aquellos pacientes
con una dieta alta en grasas y calorias presentaban mejor estado de salud por lo
gue en la actualidad, las guias de manejo de la enfermedad recomiendan este tipo
de alimentacion [96].

La mayor causa de muerte en FQ es el fallo pulmonar, por lo que la supervivencia
es afectada principalmente por la naturaleza y progresion de la enfermedad
pulmonar y se ha correlacionado con otros factores de riesgo como el genotipo en
CFTR. Los pacientes con variantes leves (IV y V) presentan una mayor
supervivencia que aquellos con variantes graves principalmente por una menor
enfermedad pulmonar [94]. Al realizar las curvas de supervivencia estratificando a
los pacientes por genotipo (homocigotos p.Phe508del, dos variantes graves y al
menos una variante leve) se observo que en la cohorte 1 (1993-2002) los 3
genotipos analizados presentan la misma mediana de supervivencia (16-20 afios);
sin embargo, en afos posteriores (a los 26-30 afios), los individuos homocigotos
p.Phe508del presentan una probabilidad de supervivencia menor al 30% Yy los
pacientes con dos variantes graves un 40%, mientras que aquellos con al menos
una variante leve mantienen el 50%. En la cohorte 2 (1993-2002) solo los
homocigotos p.Phe508del han alcanzado la mediana de supervivencia, que es igual
a la de la cohorte 1 (16-20 afos) mientras que a esa edad los pacientes con al
menos 1 variante leve presentaron una probabilidad de supervivencia mayor al 70%.

Cabe mencionar que a pesar de que los estimados de supervivencia brindan
informacion valiosa, son estimados a nivel de poblacion por lo que no pueden
aplicarse a nivel individual [97]. Cada caso debe considerarse de manera particular
considerando toda la informacion disponible como historia clinica, genotipo y
tratamientos recibidos.
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CONCLUSIONES

La tasa de deteccion fue de 85.4% utilizando la busqueda dirigida de las 5

variantes mas comunes, la secuenciacion por NGS del gen CFTR y MLPA.

Se identificaron 72 variantes causales de FQ: 24 no reportadas previamente
en poblaciéon mexicana y 13 variantes nuevas (una de novo), aumentando el

espectro de variantes en mexicanos de 48 a 85.

La variante mas comun en la poblacion fue la p.Phe 508del, otras nueve
variantes tuvieron una frecuencia mayor que 1.0% y el resto son variantes
de baja frecuencia (35 se identificaron en un solo paciente).

Se propone un panel de 25 variantes especifico para poblacion mexicana,
con el cual se obtendria una tasa de deteccion de aproximadamente 75%, se

abaratarian los costos y disminuirian los tiempos de diagndstico.

La correlacion clinica permitio establecer diferencias en parametros clinicos
(cloruros en sudor, funcién pancreética e ileo meconial) entre los pacientes

con dos con variantes graves y los pacientes con al menos una variante leve.
En nuestros pacientes la mediana de supervivencia fue de 21 afios para
pacientes nacidos entre 1977 y 1992 y para las otras dos cohortes

(1993 — 2002 y 2003-2012) se estimo en > 30 afios.

Los pacientes homocigotos p.Phe508del presentan una menor probabilidad

de supervivencia que aquellos con una variante leve.
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ANEXO 1. CARTA DE ASENTIMIENTO INFORMADO

S

Asentamiento para menores de edad

Yo , manifiesto por medio de la
presente que estoy de acuerdo participar en el proyecto de investigacion

médica “Identificacion del espectro total de mutaciones del gen
CFTR y asociacion de genes modificadores con la gravedad de
fibrosis quistica en pacientes mexicanos”.

Y ademas ostoy de acuerdo con todos los siguilentes puntos:

103 En donar de forma voluntaria mi sangre, células de mucosa oral, DNA,
suero o plasma para ser utilizada en éste y otros estudios de investigacion
medica y/o genémica.

(¥ En que se recabe informacion personal general para ser utilizado en
éste y otros estudios de investigacion genomica.

(¥} En que los resultados de este estudio se depositen en una base de
datos segura, disponible a través de internet, en la que no se dard a conocer
mi nombre ni algin dato que me identifique.

(¥] Entiendo que mi informaciéon médica y genética codificada podra ser
usada para éste y para otros estudios de investigacion médica.

¥ Entiendo que, aunque muy poco probable, existe un pequefo riesgo
de que mi informaciéon genética pueda ser decodificada por otros.

153 Estoy consciente de que se me puede contactar en el futuro, si el
estudio requiere colectar informacion o una muestra complementaria.

Este documento se firma por duplicado en la Ciudad de México a los __dias de
del 201__ .

Nombre y firma del participante

Nombre, direccion y firma
Testigo 1

Nombre, direccion y firma
Testigo 2

Nombre y firma del médico y/o investigador
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