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RESUMEN 

La Fibrosi s Oui st ica (FO) es una enfermedad autosómica recesiva que 

se presenta con una incidencia de 1 en 2,000 a 3,000 recién nacidos vivos en 

la población caucásica. Esta enfermec ad se caracteriza por afección pulmonar 

crónica, insuficiencia pancreática y elevación de cloruros en sudor. El gen 

responsable de la FO se localiza en el cromosoma 7 en la banda q31 , consta 

de 250 Kb y codifi ca para una proteína de 1,480 aminoácidos llamada proteína 

reguladora de la conductancia transmembranal de la FO (CFTR), la cua l es un 

ca nal de cloro . Hasta la fecha se han caracterizado más de 950 mutaciones 

diferentes en el gen FO , siendo la c,F508 la mutación más frecuente a nivel 

mundial (70%). Esta alteración es una deleción del codón 508 que codifi ca para 

la fenilalanina y generalmente en estado homocigoto causa un cuadro cl inico 

grave. La frecuencia delas mutaciones FO es muy variable en las distintas 

poblaciones siendo la mutación L'>F508 la más frecuente a nivel mundial (70%). 

En las poblaciones hispanas varia de 29% en Chile hasta 62% en Argentina. 

En la población caucásica, realizando la búsqueda dirigida de las 4 muta ciones 

más frecuentes a nivel mundial se logra la identificación de cerca del 85% de 

los alelos afectados. Sin embargo en México, en el Instituto Nacional de 

Pediatría realizando una búsqueda dirigida de las mutaciones más frecuentes a 

nivel mundial , o en poblaciones hispanas se logró identificar cerca del 57% de 

los alelos afectados ; por lo que el objetivo de este trabajo fue real izar el ra streo 

de las mutaciones presentes en el resto de los cromosomas afectados ,. En el 

estudio se analizaron 87 pacientes no relacionados con diagnóstico cli nico de 



FO, los cuales previamente se sometieron a la búsqueda dirigida de las cuatro 

mutaciones más frecuentes en la población mexicana. En aquellos pacientes 

que presentaron al menos un alelo sin caracterizar, se realizó un anális is en los 

exones 7, 11 , 13a y 17b del gen FO , sitios considerados con mayor 

susceptibilidad a presentar mutaciones. Este aná lisis se realizó mediante la 

técnica de polimorfismos conformacionales de cadena sencilla (SSCP ). En esté 

estudio se pud ieron detectar 21 pacientes con cambio conformacional : 4 en el 

exón 7, 8 en el exón 11 , 3 en el exón 13a y 19 en el exón 17b. Después de 

caracterizar estas mutaciones mediante secuenciación se logrará detectar 

cerca del 60% de los alelos afectados. Sin embargo es necesario analizar el 

total de exones que conforman este gen para la detección y caracterización de 

nuevas mutaciones o mutaciones poco frecuentes, así como la detección de los 

polimorfismos presentes en nuestra población 
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INTRODUCCIÓN 

La Fibrosis Quistica (FO) es la enfermedad autosómica recesiva le ta l 

más frecuente en la población caucásica con una incidencia de 1 en 2,000 a 

3,000 recién nacidos vivos (1) 

Desde el siglo XVI 1 existen reportes de niños con íleo meconial 

asociados con síntomas típicos pulmonares y pancreáticos, sin embargo a 

principios de 1930 se hizo la primera descripción de la FO . En 1936 Fanconi 

reportó un síndrome con alteraciones pancreáticos y en 1938 Anderson 

describió esta enfermedad en Inglaterra, denominándola "fi brosis quística del 

páncreas". Farber, en 1945 le dio el nombre de "Mucoviscidosis" a la 

enfermedad de las glándulas exocrinas con secreciones mucosas viscosas y 

espesas Er: cs 10 misma década Anderson y Hodges después de haber 

analizado los árboles genealógicos de varias familias afectadas describieron a 

la FO como una enfermedad autosómica recesiva. Paul Di Sant' en 1953 

observó exceso de sodio y cloro en el sudor de estos pacientes lo cual condujo 

a Gibson y Cooke a desarrollar el método de la iontoforesis por estimulación 

con pilocarpina para determinar las concentraciones de cloruros en el sudor de 

los pacientes. En 1968 Holsclaw y Schswachman observaron varones con FO 

con obstrucción de vasos deferentes y tubos seminíferos y en 1975 

Oppenheimer observó pacientes de con FO que presentaban insuficiencia 

pancreática (2). 

En 1980 Knowles y colaboradores describieron alteraciones eléctricas 

del epitelio pulmonar respiratorio registrado en pacientes FQ, asociado con 

anormalidades en el transporte de sodio y cloro. Posteriormente Quintan y 

colaboradores, en 1993 demostraron la impermeabilidad del cloro en los 

conductos de las glándulas sudoríparas de pacientes con FO observando así el 

defecto básico de la FO (secreción de cloro) el cual es la alteración en el 

transporte de agua y electrolitos en las células epiteliales(1 , 2, 3). 
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MANIFESTACIONES CLíNICAS. 

El defecto básico de la FO es la alteración en el transporte de agua y 

electrolitos en las cé lulas epitelia les , provocando la producción de secreciones 

mucosas viscosas con gran capacidad de adherencia que ocasionan la 

obstrucción en diferentes órganos tales como el pulmón, páncreas, intestino, 

glándulas sudoríparas y obstrucción de cond uctos deferen tes en el 90% de los 

va rones con FO En el pulmón, estas mucosidades espesas conducen a 

infecciones pulmonares crónicas recurrentes , cuyos agentes etiológicos son 

Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aerus. La afección pulmonar es la 

causa de mortalidad más frecuente. El 85% de los pacientes con FO presentan 

insuficiencia pancreática , en tanto que del 1 O al 20% de los recién nacidos 

presentan íleo meconial (1 ). En las glándulas sudorí paras se presentan niveles 

elevados de cloruros en sudor (> 60 mEq/I), siendo actualmente la prueba 

diagnóstica para la FO (4 ), la elevación de los cloruros en el sudor de los 

pacientes se debe a la fal la en la absorción del cloro en los conductos de las 

glándu las sudoríparas . Además pueden presentar otras manifestaciones como 

la cirrosis hepáti ca , que es desarrollada en el 2 al 5% de los pacientes (5) . 

GEN FQ. 

En 1989, se clonó y secuenció el gen responsable de la FO mediante 

clonación posicional (6) . Este gen se localiza en el cromosoma 7 en la banda 

q31 , mide 250 kilobases (Kb) y consta de 27 exones (7) (Figura 1 ). La región 

promotora se caracteriza por un alto contenido de G-C (aproximadamente 

65%), no presenta caja TATA ni caja CCAAT, y tiene una gran similitud al 

promotor de genes con expresión constitutiva (housekeeping); sin embargo su 

expresión es variable . El transcrito mide 6.5 Kb y se detecta en una gran 

variedad de tejidos , especialmente en el pulmón , páncreas, glándulas 
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sudoríparas, hígado, mucosa nasal , glándulas sal iva les, tracto reproductor e 

intestino (8) 

CROMOSOMA 7 

" 

" 
p ,, 

" 
" 
~ 1 1 

"1 

" 

q " 

)1 GEN FQ 

" 
)) 

" 
" 
" 

Figura 1. Localización del Gen FQ en el Cromosoma 7. Esquema del 

cromosoma 7 marcando la reg ión q31 en donde se localiza el gen de la FO. 
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PROTEíNA CFTR. 

El gen de la FO codifica una glicoproteína de 1,480 aminoácidos que 

debido a su papel fisiológico es denominada proteína reguladora de la 

conduGlancia transmembranal de la FO (CFTR del inglés Cystic Fibrosis 

Transmembrane Conductance Regulator), considerada un canal de cloro (9) 

dependiente de AMPc. Por análisis de cristalográfico se ha visto que la proteína 

madura, totalmen te glicosilada pesa aproximadamente 170 kd (5 , 1 O). 

Por su estructura la proteína CFTR se encuentra muy relacionada con la 

fam ilia de las proteínas de unión a nucleótidos, conocidas como proteínas ABC 

cassettes o también llamada ATPasas. Estas son proteínas integrales de 

membrana y contienen varios dominios estructurales y funcionales: dos 

dominios transmembranales (TMD's 1 y 2), conformado cada uno de estos por 

seis segmentos hidrofóbicos (TM's 1 al 12), dos dominios de unión a 

nucleótidos (NBD's 1 y 2) y dos sitios de glicosilación. Los TM's están ligados 

uno con otro por asas citoplasmáticas. Al parecer sólo los sitios de glicosilación 

están expuestos hacia la superficie exterior (11 ). 

Los miembros de esta familia utilizan la energía liberada durante la 

hidrólisis de ATP en los NBD's para transportar activamente los substratos a 

través de la membrana celular. Una de las características comunes de esta 

fam ilia de proteínas es su homología en las secuencias de los NBD's. 

La CFTR además presenta un domin io, exclusivo de esta proteína , que 

interacciona con ATP, el dominio regulador (R) , este dominio tiene varios sitios 

de fosforilación indispensables para la apertura y cierre del canal, mediados por 

Proteincinasa A (PKA) o Proteincinasa C (PKC) (1 O, 3). Esta proteína es 

considerada por su función como el único transportador para actuar como un 

canal iónico dentro de los miembros de esta famili a. (3 , 1 O, 11 , 12, 13) (Figura 

2) 
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La estructura compleja de la CFTR ha sugerido más de una función para 

la proteína, donde sus dominios pueden estar involucrados en la regulación de 

estas diferentes funciones tanto independientemente como por interacción 

dominio-dominio. Una de estas funciones es actuar como un canal de cloro , 

ayudando a regular la conductividad de c 1· y Na' en las cé lulas epiteliales (5 ). 

Tabcharani y colaboradores (14) dieron evidencia pa ra considerar a esta 

proteína como un poro multiónico regulando directa o indirectamente otros 

canales endogénos de cloro estimulados por AMPc (15). 
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. CARBOHIDRATO 
r /l ,;~,:~r;,, 

Figura 2. Proteína CFTR. Esquema de la proteína CFTR señalando los 

dominios que la conforman, dos dominios transmembranales o TM 's, dos 

dominios de unión a nucleótido o NBD's y el dominio regulador, además su 

ubicación dentro de la célula. Tomada de Welsh y Smith, 1995. 
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DOMINIOS TRANSMEMBRANALES DE CFTR. 

Se ha demostrado que los dominios transmembra nales {TMD's) forman 

el poro del canal a través del cual pasan los iones por la membrana. Se ha 

sugerido que de los doce segmentos tansmembrana les (TM 's) que forman 

estos dominios TM5, TM6 y TM 12 son los que delimitan la superficie del poro 

en contacto con el medio hidrofílico (16). Anderson y colaboradores (17) 

alteraron varios aminoácidos en los TMD's y evaluaron sus efectos en la 

función del canal CFTR, sugiriendo que cualquier cambio de aminoácidos en 

esta región que conforma el canal, modifica las fuerzas eléctricas en el poro 

influenciando una alteración en la selectividad iónica del mismo. Por lo tanto 

sugirieron que los residuos de TMD1 juegan un papel importante en la 

conducción y selectividad filtrante del poro CFTR. 

Los TM's están ligados unos con otros por 4 asas citoplasmáticas y 6 

asas extracelulares las cuales varían de 55 a 65 aminoácidos de largo. Los dos 

sitios de glicosilación de CFTR se encuentran localizados en residuos de 

asparagina (N894 y N900) ubicados en la cuarta asa extracelular (11 ). 

DOMINIOS DE UNIÓN A NUCLEÓTIDO DE CFTR. 

Los dominios de unión a nucleótidos (NBD's) están involucrados en la 

apertura y cierre del canal por unión e hidrólisis de ATP, presentan secuencias 

homólogas conservadas a las de otras proteínas de unión de ATP, incluyendo 

un sitio Walker A y B y un sitio Linker C Los sitios A y B son conocidas en 

algunas proteínas de unión a nucleótido, incluyendo las adenilcinasas, 

ATPsintetasas y en todas las miembros de la superfamilia de las ATPasas , sin 

embargo el sitio C llega a ser una característica única de las ATPasas {18) . 
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NBD2 comparte un 29% de homología con NBD1 por estas razones se 

conforman de una manera muy similar. Además NBD2 hidroliza ATP en menor 

proporc ión que NBD1 demostrando que no contribuyen a la regulación del 

canal de la misma manera (19, 20). 

Las mutaciones en NBD1 sólo disminuyen la probabilidad de apertura 

mientras que las mutaciones en NBD2 o en ambos prolongan la frecuencia de 

la acti vidad. Además de su papel en la regulación de la función del canal de 

cloro los NBD's pueden permitir a CFTR interactúa con otras proteínas (16) . 

DOMINIO REGULADOR DE CFTR. 

El dominio regulador (R), exclusivo de esta proteína, es codificado por el 

exón 13 del gen FQ y se localiza en la parte citoplasmática de la membrana 

apical. Esta región presenta una alta proporción de aminoácidos polares (30%) 

y varios sitios de fosforilación que son importantes para el funcionamiento del 

canal. 

El dominio R en estado inactivo o de desfosforilación mantiene al canal 

cerrado, mientras que su fosforilación provoca un cambio conformacional 

asociado con la apertura del canal (21 ). Este dominio presenta diez sitios 

fosforilables mediados por PKA, ocho serinas, una treonina y una serina que se 

localiza antes del NBD1 , cambiando su conformación (13). 

La activación de CFTR es un proceso que incluye dos pasos: la 

fosforilación del dominio R por PKA y la unión e hidrólisis de ATP a los NBD's. 

Se ha propuesto que NBD1 se fosforila después de una fosforilación parcial 

que sufre el dominio R y permite la apertura del canal, mientras que la 

fosforilación completa del dominio R conduce a la fosforilación de NBD2 

causando el cierre del canal. La dinámica molecular de apertura y cierre del 
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canal puede ser controlada por las interacciones dominio-dominio entre los tres 

dominios citoplasmáticos de la proteína y las asas intracelulares altamente 

conservados (5) (Figura 3) . 
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MUTACIONES EN EL GEN CFTR. 

Hasta la fecha se han identificado más de 950 mutaciones diferentes 

como responsables de la FO (22). Estas mutaciones son de diversa naturaleza, 

así , el 50% son mutaciones sentido erróneo o missense que provocan un 

cambio de un aminoácido por otro, el 22% son deleciones o inserciones que 

corren el marco de lectura (frameshift} , en tanto que el 18% mutaciones son si n 

sentido o nonsense, mutaciones puntuales que producen codones de 

terminación, además de estas se han detectado mutaciones que producen una 

alteración en el sp licing anormal (8%) (23) . 

Por otro lado la distribución de las mutaciones no parece ser al aza r, 

estás se han detectado predominantemente en sitios especiales (hotspots). 

dentro de los exones 4, 7, 11 , 17b y 20 (24 ). 

De todas las mutaciones descritas la más importante por su frecuencia 

es la mutación LiF508, que es una deleción de tres pares de bases en el exón 

1 O que elimina el codón de la fenilalanina en la posición 508 de la proteína 

localizado en el dominio NBD1 (Figura 4) Existe una gran heterogeneidad en el 

espectro de mutaciones en el gen FO en las diversas poblaciones . En el caso 

de la mutación LiF508 esta presente en el 66% de los cromosomas a nivel 

mundial, sin embargo su frecuencia varía dependiendo del origen étnico. Va 

desde un 85% en la población caucásica hasta el 17% en la población de 

Túnez (25, 23). En poblaciones hispanas varían del 29% en Chile, 62% en 

Argentina (26), en la población mexicana se ha detectado con una frecuencia 

cercana al 40% (27 , 28}: 

La mayoría de las mutaciones del gen FQ son poco comunes , aunque 

algunas son frecuentes en ciertas poblaciones. Por ejemplo, la segunda 

mutación más frecuente a nivel mundial (G542X) que se encuentra en el 3.4 % 

de los cromosomas FQ, presenta una frecuencia de 25% en las Islas Canarias 
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y del 8% en toda España . En México presenta una frecuencia del 6.2% de los 

cromosomas FO , similar a lo reportado en hispanos (29). 

CROMOSOMA SECUENCIA SECUENCIA 
NUCLEOTIDO AMINOACIDO 

A } T ISOLEUCINA 506 
e 

A 
T ISOLEUCINA 507 

e 
T FENILALANINA 508 MUTACION "'1F50 
T 
T 

G } GLICINA 509 G 
T 

GEN CFTR 

~ 
G } T VALINA 510 
T 

Figura 4. Mutación "'1F508. A la izquierda se muestra un esquema del 

cromosoma 7 en donde se señala la ubicación del gen CFTR. A la derecha se 

muestra parcialmente la secuencia nucleotídica y de aminoácidos donde se 

localiza la mutación ~F508. Tomada de Welsh y Smith , 1995. 
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BASES MOLECULARES DE LA DISFUNCIÓN DEL CANAL CFTR. 

Para entender más acerca de la fisiopatología de la FO las mutaciones 

se han clasificado en cinco clases genera les de acuerdo a la manera en como 

afectan a la proteína (Figura 5) 

Clase l. Mutaciones que afectan la biosíntesis de la proteína. 

El 50% de las mutaciones en el gen CFTR pertenece a esta clase . En 

ella se encuentran mutaciones que impiden que se sintetice la proteína CFTR 

completamente, debido a que se producen codones de terminación (18%). 

corrimiento del marco de lectura (22%), o splicing anormal (8%) (23). 

Clase 11. Mutaciones que afectan la maduración de la proteína. 

Estas mutaciones generan un bloqueo en el proceso de maduración de 

la CFTR que conduce a la acumulación de la proteína completamente 

sintetizada en el retículo endoplásmico, impidiendo que alcance la membrana 

apical por lo que es degradada rápidamente. Una mutación representativa de 

esta clase es la mutación L'l.F508, que a diferencia de la proteína CFTR normal , 

la cual tiene una vida media 

horas. 

tiene una vida media de aproximadamente 0.5 

El atrapamiento de la proteína L'l.F508 en el retí culo endoplásmico parece 

depender de la temperatura ya que este es reversible a temperaturas 

subfisiológicas (23º a 30ºC). Bajo estas condiciones esta proteína puede pasar 

al aparato de Golgi para su glicosilación completa y alcanzar la membrana 

plasmática donde recupera su función de canal de cloro. Teniendo en cuenta 

que es la mutación más frecuente a nivel mundial estas observaciones aportan 

posibilidades para el tratamiento de esta enfermedad (23) . 
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Clase 111. Mutaciones que afectan la regulación del canal de cloro . 

Las mutaciones de esta clase parecen no afectar el proceso de 

biosintesis de la prote ína ya que se encuentran loca lizadas en la membrana 

apical , sin embargo la regulación del canal (apertura y cie rre) se ve alterada. 

Estas mutaciones están presentes en los sitios que codifican para los dominios 

NBD's o para el dominio regulador (R) que son los que inte rvienen en estas 

funciones. El grado de alteración puede variar desde la pérdida grave de la 

función (G551 O), disminución en la respuesta a la estimulación por ATP 

(S 1255P), hasta una leve reducción de la actividad del canal (G551 S, G11244E 

y G13490) (23) . 

Clase IV. Mutaciones que afectan la conductancia o la apertura del 
canal de cloro . 

Estas mutaciones afectan a los segmentos transmembranales de la 

CFTR por lo que, aunque la regulación es adecuada existe una conductancia 

anormal del canal. Algunas de estas mutaciones en TMD1 se asocian a formas 

leves de la enfermedad FO (30). El segundo grupo de los segmentos 

transmembranales en TMD2 de CFTR ha sido mucho menos estudiado. Sin 

embargo se conoce un gran número de mutaciones con sentido erróneo 

(missense) localizadas en el asa 4 entre los segmentos TM10 (exón 17a) y 

TM11 (exón 17b) de CFTR (31, 32) . 

Tabacharani y colaboradores (33) demostraron que TM5 y TM6 pueden 

limitar el poro del canal y que por ejemplo la mutación R34 7P en TM6 que 

conduce al cambio de una arginina por una prolina en la posición 347 altera la 

conductancia y convierte a CFTR en un canal iónico simple . Esta mutación 

principalmente ocurre de forma natural en pacientes FO con enfermedad 

pulmonar leve, demostrándose con esto, que estas mutaciones afectan 

directamente al poro del canal (34 ). Ejemplos de otras mutaciones son: R 117H 

en TM2 y la G314E en TM5 (23). 
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--- - - - - - ---- - - --- - -----

Clase V. Mutaciones que causan reducción en la síntesis de la 
proteína. 

Las mutaciones incluidas en esta clase reducen la transcripción de 

CFTR . Estas pueden presentarse en la región promotora, o ser mutaciones 

puntuales que conducen a splicing alternativo o substitución de aminoácidos 

que causan una maduración parcial de la proteína. Los alelos con estas 

mutaciones pueden transcribir una pequeña cantidad de mRNA, o productos de 

sp licing anormal con función ineficiente de CFTR. Estudios bioquímicos 

recientes muestran que estas proteínas mutantes, aunque se encuentran en 

baja cantidad , son canales de cloro con regulación y conducción casi normal 

(23) .. 
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CORRELACION GENOTIPO-FENOTIPO 

U.N.A.M. CAMPUS 

Debido al espectro de las consecuencias moleculares de las mutaciones 

FO (genotipo) y de acuerdo a las manifestaciones clínicas (fenotipo) de los 

pacientes, la clasificación general de la mutaciones se divide en graves (clases 

1, 11 y 111) y leves o moderadas (clases IV y V) (35) . Estudios de correlación 

genotipo-fenotipo en esta enfermedad tienen el propósito de encontrar la 

relación que existe entre las caracterí sticas clínicas (fenotipo) más comunes 

entre los pacientes de FO y el tipo de mutaciones (genotipo). 

izr: 
Las manifestaciones pulmonares generalmente son las más frecuentes, 

y son la principal causa de muerte de estos pacientes, sin embargo estas 

manifestaciones también están influenciadas por factores ambientales y otros 

factores genéticos (como genes modificadores), por lo que hasta ahora la 

función pancreática es la correlación más directa con el genotipo de los 

pacientes con FQ. Los pacientes insuficientes pancreáticos (IP} generalmente 

son homocigotos o heterocigotos compuestos para dos mutaciones graves, 

mientras que los pacientes con suficiencia pancreática (SP) presentan al 

menos una mutación leve en uno de sus cromosomas, así las mutaciones leves 

son dominantes sobre las graves. (1 O, 35). 

Se conocen pocas mutaciones asociadas a un fenotipo leve, los pocos 

pacientes con este fenotipo se diagnosticaron en edad adulta presentando 

niveles normales o intermedios de cloruros en sudor (40-60 mEq/1) y un buen 

nivel nutricional. 

Como tratamiento convencional de la FQ se ofrece fisioterapia torácica , 

además de algunos antibióticos y suplementos de vitaminas liposolubles y 

enzimas pancreáticas Sin embargo el descubrimiento del gen y el conoci miento 

del defecto básico bioquímico ampliaron el conocimiento sobre la 

fisiopatológica de la FO, impulsando a la búsqueda de nuevas e innovadoras 

U.N.A.M. OAMPU6 
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terapias para el tratamiento de ésta enfermedad, como la terapia génica que es 

la que promete mayores expectativas para la cura de los pacientes con FO 

(22) . Existen 4 diferentes tipos de estrategias para intentar reparar la pérdida 

de la función de la CFTR: 1) reemplazar la CFTR mutante con CFTR silvestre , 

2) alterar el procesamiento de la CFTR mutante para faci litar su llegada y 

retención en la membrana apical , 3) incrementar la actividad de los canales 

mutantes localizados en la membrana apica l al alterar la regulación del canal y 

4) estimular otros canales de cloro apicales regulados por diferentes vías (1 O). 

ANTECEDENTES 

A pesar de los grandes avances para conocer las bases fisiopatológicas 

de la FO no se ha logrado caracterizar las mutaciones presentes en todos los 

cromosomas de los pacientes con FO. En la población caucásica la búsqueda 

dirigida de las 5 mutaciones más frecuentes a nivel mundial (Tabla 1) se logró 

caracterizar cerca del 85% de los alelos afectados (7 , 36). 

En contraste en las poblaciones latinoamericanas, existe poca 

información acerca de las mutaciones en el gen FO y su frecuencia . La 

mutación 6F508 fue reportada en estas poblaciones por abajo del 45%, 

va riando de 29% en Chile, 62% en Argentina (26). 

En el Instituto Nacional de Ped iatría se realizó la búsqueda dirigida de 12 

mutaciones, cinco de éstas fueron más frecuentes a nivel mundial (t.F508, 

G542X, N1303K, G551D, R553X), el resto son mutaciones frecuentes en 

hispanos (2869insG, R1162X, 3120+1 G-A), y mutaciones con una frecuencia 

baja a nivel mundial pero detectadas al menos una vez en la población 

mexicana (61507, S549N , 2055del9-A y 1924del7) (28, 37). En dicho estudio se 

analizaron 128 cromosomas y se demostró que la frecuencia de 6F508 es de 

alrededor del 39% (27), frecuencia que ubica a México como una de las 

20 



poblaciones con más baja frecuencia, después de los judíos Askhenazi (30%) y 

la población chilena (29% ) (23). Por otro lado la mutación G542X se detectó en 

un 6.0% (38), frecuencia más alta que la reportada a nivel mundial (3.4%) (39) 

y muy similar a la reportada en poblaciones hispanas (8%) (29 , ..: o). 

La 61507 y N 1303K fueron detectadas con una frecuencia del 

aproximadamente el 2% (41) y 3.0% respect ivamente. El resto de las 

mutaciones se detectaron en menos del 1 % . 

Con este análisis se logró caracterizar cerca el 57% de las mutaciones 

en nuestros pacientes por lo que en este trabajo se implementa ron las 

metodologías moleculares necesarias para identificar y caracterizar nuevas 

mutaciones o mutaciones de baja frecuencia y para detectar a los portadores 

de la enfermedad con el fin de ofrecer un asesoramiento genético de certeza y 

establecer nuevas estrategias de prevención y pronóstico de la enfermedad . 
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OBJETIVO GENERAL. 

Identificar las mutaciones presentes en los 4 exones con mayor índice 

de mutaciones en el gen FO en un grupo de pacientes mexicanos. 

OBJETIVOS PARTICULARES. 

1. Detectar las cuatro mutaciones más frecuentes en el gen FO en un 

grupo de pacientes con diagnóstico clínico de FO . 

2. Determinar la frecuencia de las mutaciones presentes en pacientes 

mexicanos con FO y compararla con lo descrito en la literatura. 

3. Analizar los exones 7, 11, 13a y 17b del gen CFTR mediante la 

técnica de polimorfismo conformacional de cadena sencilla (SSCP) 
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MATERIAL Y MÉTODOS 

ESTRATEGIA GENERAL 

Criterios de Inclusión 

Para la realización del presente trabajo se contó con un banco de DNA 

de pacientes con diagnóstico clínico de FO, del Laboratorio de Biología 

Molecular del Instituto Nacional de Pediatria (INP). Los criterios de inclusión 

para la formación del banco de DNA se basó en la presencia de al menos dos 

de las siguientes parámetros: 1) cuantificación de cloruros en sudor mayor a los 

60 mEq/I (43), 2) afección pulmonar grave con infecciones recurrentes y 

persi sten tes especialmente por Pseudomona aeruginosa y 3) insuficiencia 

pancreática va lorando la concentración de grasa en heces mayor a 7g/d (44) . 

Los pacientes se captaron de la consulta externa del INP y de la Asociación 

Mexicana de Fibrosis Quística (AMFQ). 

Criterios de Exclusión 

Se excluyeron pacientes transfundidos en los últimos tres meses, así 

como pacientes con padecimientos infecto contagiosos por razones de 

seguridad del personal de laboratorio. 
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ESTRATEGIA GENERAL 

Captac ión de pacientes co n FQ 
y familiare s de 1 cr grado 

Histori a clínica y 
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1. CUANTIFICACION E INTEGRIDAD DE DNA. 

El DNA obtenido del banco fue midiendo la densidad óptica a una 

long itud de onda (!. .. ) de 260 nm y sustituyendo los datos obtenidos en la 

siguiente fórmula (45): 

[ DNA] µg/µI = (D0260)(F)(Factor de dilución) 

donde: 

00260 : Densidad óptica a una /, de 260 nm 

F Constante equivalente a 0.05 (1 O.O ) = 50 µg de DNA 

Factor de dilución Equivalente a 1 :250 µI 

La integridad del DNA se evaluó con electroforesis en geles de agarosa 

al 0.7% teñido con bromuro de etidio. La integridad fue considerada óptima 

cuando se observó una banda nít ida de alto peso molecular. 

2. Búsqueda dirigida de las 4 mutaciones más frecuentes en México. 

La búsqueda dirigida de las cuatro mutaciones más frecuentes descritas 

previamente en nuestra población (6F508, G542X, N 1303K y 6 1507) (28) se 

llevó a cabo mediante técnica de mutagénesis sitio dirigida (PSM) mediada por 

la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR ). Para llevar a cabo esta 

metodología se sintetizaron un par de oligonucleótidos (Tabla 2) donde se 

introdujo una mutación en uno de ellos, los cuales flanquean la secuencias en 

donde se encuentran cada una de las mutaciones mencionadas. Así, el 

producto de amplificado por PCR lleva una mutación puntual intencional que 

crea un sitio de restricción para una enzima especifica en el alelo normal o en 

el alelo mutado, lo que perm ite distinguirlos uno del otro para (46). Después de 
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la digestión. se realizó una electroforesis de los fragmen tos en geles de 

poliacrilamida al 9.2%. 

La búsqueda de estas mutaciones se realizó primero en todos los casos 

indice y posteriormente en los fami liares de primer grado de aquellos pacientes 

informativos para alguna de las mutaciones. 

La amplificación por PCR para el análisis de estas mutaciones se realizó 

en un termociclador (Gene-Amp 9600, Perkin Elmer) bajo las condiciones: 

Temperatura Tiempo Ciclos 

94º 5 minutos 

94º 20 segundos } 

55º 20 segundos 30 

72º 30 segundos 

72º 1 O minutos 

La mezcla de reacción para las amplificaciones de cada mutación 

contenía 2 U de Taq polimerasa , amortiguador para la Taq polimerasa (1 OmM 

Tris-HCI , pH 8.3, 50 mM KCI), 25 mM de MgCl2, 400 µM de dNTPs, 200 ng de 

cada oligonucleótido correspondiente y 1 µg del DNA de los pacientes todo en 

un volumen final de 25 ~d. Posteriormente se verificó la presencia y tamaño de 

los amplificados con electroforesis en geles de agarosa al 2.5% teñidos con 

bromuro de etidio. 
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MUTACIÓN LOCALIZAC IÓN SECU ENCIA 

5' .. . . .... .. ......... . .. . . 3' 

F*GCACCATT AAAGAAAA TAT§A T 

,\F508 Exón 1 O RCATTCACAGTAGCTTAC CCA 

FCAACTGTGGTTAAAGCAATAGTGT 

G542X Exón 11 R*CACTCAGTGTGATTCCACCTTC6C 

F GAAATATTTTACAATACAATAAGGG 

N1303K Exón 21 R*CTCCACTGTTCATAGGGATCIAA 

F*GCCTGGCACCATT AAAGAAA§ATC 

td507 Exón 10 R CTAACCGATTGAATATGGAGCC 

Tabl a 2. Secuencia de Oligonucleótidos empleados en PSM. 

Nota: Los oligonucleótidos que introducen la mutación están indicados con · y la base 

que introduce la mutación en el producto de amplificado está subrayada. 

Una vez obtenidos los amplificados de interés se tomaron 15 ~ti del 

producto de reacción y se sometieron a una restricción con una enzima 

especifica para cada mutación incubándolos a 37°C durante toda la noche. 

Posteriormente los productos de la digestión fueron analizados por 

electroforesis en geles de poliacrilamida al 9.2% , tiñéndolos con bromuro de 

etidio. En la Tabla 3 se muestran los tamaños de amplificado y las enzimas de 

restricción para cada mutación . 
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Mutación Tamaño del Enzima de Fragmen tos de Alelo Cortado 

AmQlificado (Qb) Restricción Digestión (Qb) 

6F508 219 Mbol 202 + 17 Normal 

G542X 180 Hph 1 168 + 12 Normal 

N1303K 144 Dde 1 123 + 21 Normal 

6 1507 181 Bgl 11 157 + 24 Mutado 

Tabl a 3. Enzimas de Restricción Util izadas para la PSM . 

Aquellos pacientes que por la técnica de PSM resultaron con un alelo sin 

caracterizar se les realizó el análisis de 4 exones por la técnica de SSCP . 

3. Análisis de Polimorfismo Conformacional de Cadena Senci ll a (SSCP). 

La técnica de SSCP se fundamenta en el principio de que las moléculas 

de DNA de cadena senci lla adquieren estructuras secundarias de acuerdo a su 

secuencia específica, por lo tanto las moléculas con una alteración adoptan 

conformaciones secundarias distintas y presentar un patrón electroforético 

distinto en geles de poliacrilamida (Figura 7) (47). 
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A) 
SSCP 

DNA Genómico ... PC R ... SSCP 

B) Alelos Normales Alelo Normal y Mutado 

,,, ,,, 
b b b 

DESNATURALIZACION 

C) Conformaciones Conformaciones 
Normales Normales y Mutadas 

a a a a' 

lY lY ~ ~ 
b b b b' 

\r \r \r fp 
ELECTROFORESIS 

D) a' --a a - b-,-

b b-
- --
Nor mal Mutado 

Figura 6. Técnica de SSCP. Esquema representativo de la técnica de SSCP 

en donde se observa que un cambio en la secuencia de DNA ocasiona una 

conformación secundaria diferente en la cadena de DNA y por lo tanto el patrón 

electroforético se ve alterado. A) a partir de DNA genómico se realiza el PCR y 

posteriormente la técnica de SSCP, B) se ejemplifica la presencia de dos alelos 

normales o un alelo normal y uno mutado en un organismo, C) las cadenas de 

DNA mutadas dan conformaciones diferentes a las normales y O) el patrón 

electroforético de las cadenas de DNA mutadas es diferente a la de las 

normales. 

b' 
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Mediante SSCP se analizaron 4 exones del gen CFTR, 7, 11 13a y 17b 

considerados como puntos ca lientes o sitios con mayor susceptibilidad a 

presentar mutaciones en el gen. 

Para el aná lis is de SSCP se amplificó cada uno de los exones 

mencionados en las condiciones previamente descritas para PMS solo que en 

este caso los productos amplificados se marcaron con 1 uCi de a P32 Los 

oligonucléotidos util izados se muestran en la Tabla 4, Posteriormente a al 

amplificación se tomaron 3 µI de estos amplificados y se llevaron a un vol umen 

final de 10 ~ti con solución Stop, esta mezcla se desnaturalizó a una 

temperatura de 94 ºC por 1 O minutos, para después someter estas muestras a 

un choque térm ico en un baño de hielo, para mantener separadas las cadenas 

de DNA. 

Posteriormente las muestras se corrieron en geles no desnaturalizantes 

de poliacrilamida , util izado una cámara de 450mm x 35mm x 4mm 

acondicionada con un sistema de enfriamiento (RCB 500 Hoefer) con el 

propósito de mantener la temperatura constante (entre 20 y 15ºC) durante el 

corrimiento y variando los tiempos de corrimiento de 15 a 35 horas. Para 

establecer las condiciones óptimas de efi ciencia de los parámetros las muestra 

se corrieron en diferentes geles no desnaturalizantes mostrados en la Tabla 5 

en donde además se muestran las diferentes condiciones de acrilamida/bis­

acrilamida (crosslinking) para cada gel, así como el voltaje de corrida en la 

electroforesis y el tipo de amoriguador. 

Posteriormente los geles se secaron a 80ºC por una hora y se 

expusieron en placas autorradiográficas (48) . 

Aquel las muestras que presentaron un cambio en el patrón 

electroforético en el SSCP sugieren que existe un cambio en la secuencia del 

fragmento de DNA analizado, por lo que posteriormente deben secuenciarse 
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para caracterizar las posibles mutaciones o pol imorfismos en la secuencia de 

DNA de los pacientes anal izados. 

EXON SECUEN CIA TAMAÑO DE 

5' ·· · ·· · ········· · ············· · ·· · ........ .. ..... ... 3' AM PLI FICADO (pb) 

FAGACCATGCTCAGATCTTCCAT 

7 R GCAAAGTTCA TT AGAACTGATC 410 

FCAACTGTGGTTAAAGCAATAGTGT 

11 R GCACAGA TTCTGAGT AACCA T AA T 425 

FTGCTAAAATACGAGACATATTGCA 

13ª R ATCTGGTACTAAGGACAG 528 

FTTCAAAGAATGGCACCAGTGT 

17b R A T AACCT AT AGAA TGCAGCA 463 

Tabla 4. Secuencia de Oligonucleótidos Empleados en SSCP. 
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RESULTADOS. 

1. Integridad del DNA 

Kb 2 3 4 5 6 7 
..-------------------------------... 

23 --------....... -

Figura 7. Integridad de DNA. DNA de linfocitos de sangre periférica en un Gel 

de agarosa al 0.7% . Carril 1: marcador de pesos moleculares A. Hind 111 , Carril 

2-7: muestran la presencia de DNA integro. 

2. Búsqueda Dirigida de las 4 Mutaciones más Frecuentes en México. 

i1F508: 

Para el análisis de la mutación 6F508 se obtuvo un amplificado de 219 

pb que al cortar con la enzima Mbol permite diferenciar los alelos normales de 

los mutados. Los alelos sin la mutación 6 F508 son cortados por la enzima, 

generando dos fragmentos uno de 202 pb y otro de 17 pb, mientras que los 

alelos con la mutación no son reconocidos por la enzima por lo que se obtiene 

solo un fragmento de 219 pb . Por lo tanto pacientes con mutaciones distintas a 

la 6F508 o individuos normales presentan la banda de 202 pb, los pacientes 

homocigotos para la 6F508 muestran una banda de 219 pb; en tanto que los 

pacientes heterocigotos compuestos con la mutación 6 F508 y los portadores 
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de esta misma mutación tiene la banda de 202 y 219 pb y un fragmento 

heteroduplex producto del rearreglo en PCR entre las cadenas de DNA de 

alelos normales y mutados. (Figura 8) . 

Los resultados de este estudio mostraron que la frecuencia de la 

mutación 6F508 es del 40.7%, igual a lo reportado por nuestro grupo en 2000 

(40.72%) (28), encontrando 19 (16.7%) pacientes homocigotos y 45 (2 1.4%) 

pacientes heterocigotos compuestos . 

pb 2 3 4 5 6 

219 

202 

Figura 8. Análisis de la mutación t..F508 por PSM. Gel de poliacrilamida al 

9.2% que muestra los productos digeridos con Mbol. Carril 1: control 

heterocigoto óF508/X, carril 2: caso índice homocigoto t..F508 (6F508/6F508), 

carril 3: madre portadora (6 F508/N), carril 4: padre portador (6F508/N ), carril 5: 

hermano normal (N/N) , carril 6: control normal (N/N). 
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G542X 

Esta mutación se localiza en el exón 11 del gen FO y provoca el cambio 

de una glicina por un codón de paro en la posición 542 de la proteína En el 

análisis de esta mutación se obtuvo un producto amplificado de 180 pb, que al 

ser digerido con la enzima Hphl se obtuvieron fragmentos de 168 y 12 pb en el 

alelo normal, en tanto que el alelo con la mutación G542X no fue reconocido 

por la endonuclesa de restricción . Por lo tanto aquel los pacientes que fueron 

homocigotos para esta mutación presentaron sólo la banda de 180 pb mientras 

que aquellos que presentaron la mutación en uno de sus alelos (heterocigotos 

compuestos y los portadores) presentaron una banda de 168 pb y una de 180 

pb (Figura 9). 

El análisis de esta mutación mostró una frecuencia del 6.1 %, similar a 

lo reportado previamente en nuestro grupo (28), encontrando 3 (2 .7%) 

pacientes homocigotos y 9 (4 .0%) pacientes heterocigotos compuestos. 

pb 2 3 4 5 

Figura 9. Análisis de la mutación G542X por PSM. Gel de poliacrilamida al 

15.0% que muestra los productos de amplificado y digeridos con Hphl. Carril 1: 

caso índice homocigoto G542X (G542X/G542X), carril 2: madre portadora 

(G542X/X), carril 3: padre portador (G542X/X), carril 4: hermano sano (NIN), 

carril 5:control normal (NIN). 
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N1303K 

Esta mutación se localiza en el exón 21 del gen FO y provoca el cambio 

de una asparagina por una lisina en el codón 1303 de la proteína . Para el 

análisis de la mutación N 1303K el tamaño de amplificación fue de 144 pb 

donde el alelo normal digerido con la enzima Ddel generó dos fragmentos {123 

pb y 21 pb), mientras que el alelo mutado permaneció intacto como un 

fragmento de 144 pb. Por lo tanto los pacientes heterocigotos compuestos y los 

portadores para esta mutación presentan una banda de 144 pb y otra de 123 

pb (Figura 10). 

La frecuencia de esta mutación fue del 2.06%, encontrando 5 pacientes 

heterocigotos compuestos, 2 de estos pacientes con la mutación N 1303K en 

uno de sus alelos y el otro alelo la mutación .6F508, los otros 3 pacientes uno 

de sus alelos con N 1303K y en el otro una mutación aún no caracterizada . 

pb 

144 

123 

2 3 4 5 

Figura 10. Análisis de la mutación N1303K por PSM. Gel de poliacrilamida al 

9.2% que muestra los productos de amplificación después de la restricción con 

Ddel. Carril 1: control heterocigoto (N 1303K/X), carril 2 al 5: pacientes con 

mutaciones distintas a la N1303K. 
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61507 

Esta mutación se localiza en el exón 1 O del gen FO y es una deleción del 

codón 507 de la proteína CFTR que codifica para isoleucina. En el análisis de 

la .61507 el amplicón fue de 181 pb que al ser cortado con la enzima Bglll se 

obtuvieron dos fragmentos uno de 157 pb y otro de 24 pb que correspondieron 

al alelo mutado, mientras que en los alelos normales para esta mutación se 

obtuvo un fragmento de 181 pb integro. Con este análisis de detección para la 

mutación .61507 se logra distinguir alelos .6F508, la cual es una mutación 

aledaña, observándose en el caso de pacientes heterocigotos compuestos 

.61507/X la banda de 181 pb y dos bandas superiores que son heteroduplex y 

sirven como marcadores. 

En los pacientes heterocigotos compuestos .61507 / .6F508 se observan 

dos bandas, la banda de 181 pb que refleja el alelo con una mutación distinta a 

la .61507 y la de 157 pb que muestra el alelo mutado .6F508. En el caso de los 

portadores .61507 y un alelo normal se detectaron 3 bandas, la mutada (157 

pb), la normal (181 pb) y una banda superior a estas que es un heteroduplex. 

(Figura 11) 

Esta mutación se detectó con una frecuencia del 2.5%, encontrando 1 

paciente homocigoto y 4 pacientes heterocigotos compuestos con la mutación 

.6F508. 
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pb 2 3 4 5 6 

181 

157 

Figura 11. Análisis de la mutación ó.1507 por PSM. Gel de poliacrilamida al 

9.2% que muestra los productos de amplificado después de la digestión con la 

enzima Bglll. Carril 1: control heterocigoto (6 1507/N) , carril 2: paciente 

heterocigoto 61507 (6 1507/6 F508), carril 3: madre portadora (61507/N), carril 4: 

paciente heterocigoto (61507/N), carril 5 y 6 pacientes con mutaciones 

distintas a la 61507. 

El análisis de las cuatro mutaciones más frecuentes en la población 

mexicana por PSM permitió identificar el 56.66% de las mutaciones presentes 

en los alelos del gen FO. De los 130 pacientes analizados al 36.08% se les 

logró caracterizar ambos alelos, el 41 .23% de ellos fueron heterocigotos 

compuestos con un solo alelo caracterizado y 22 .68% presentaron ambos 

alelos sin caracterizar. 

En la tabla 6 se muestra la frecuencia de cada una de las mutaciones. 

En donde de los 130 pacientes analizados se encontró que la mutación con 

mayor frecuencia fue la 6 F508 con una frecuencia del 40 .7% en los 

cromosomas de FO, en donde 19 (16 . 7%) de estos pacientes presentaron esta 
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mutación en ambos alelos y 48 (214%) fueron heterocigotos compuestos . La 

segunda mutación más frecuente fue la G542X presente en el 6.1 % de los 

alelos , siguiendo en frecuencia se encontró a la mutación t\1507 con 2.5% y por 

último a la mutación N1 303K con un 2.06% 

i 
MUTACION NO. CROMOSOMAS 

1 
FRECUENCIA 

1 AFECTADOS 1 (%) 

1 L'I F508 83 40.7 
1 

1 G542X 15 6.1 
1 

I N1303K 5 2.06 

~ 6 1507 6 2.5 
-

TOTAL 109 56 .6 
! 

Tabla 6. Mutaciones más frecuentes en México. 
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3. Análisis de SSCP. 

Los pacientes que después del tamizaJe preliminar resultaron con al 

menos un alelo sin caracterizar (n=87) se sometieron al anális is de SSCP , 

analizando 4 exones (7, 11, 13a y 17b) del gen CFTR considerados con mayor 

índice de mutación. 

De los 87 pacientes estudiados por SSCP se identificaron 21 (24%) 

pacientes con patrones electroforéticos alterados , sugiriendo la presencia de 

una alteración en la secuencia del gen CFTR en los exones analizados en las 

figuras 14, 15, 16, 17 se muestra el análisis por SSCP de los exones , 7, 11 , 

13a y 17b. La mayoría de estos cambios se localizaron en el exón 17b (12 

pacientes), siguiendo en frecuencia el exón 11 con 5 pacientes y el 7 y 13a con 

dos pacientes cada uno (Tabla 7). 

Los cambios óptimos electroforéticos fueron observados empleando 

geles no desnaturalizantes de poliacrilamida-sacarosa al 10% con una 

concentración de acrilamida de 6% y un crosslinking de 2.5%, corriendo a 600 

voltios durante 35 horas con amortiguador TBE 0.5X y una temperatura 

constante de 15ºC. Algunos cambios electroforéticos se observaron a 

temperatura ambiente (28ºC y con un mayor tiempo de corrimiento) . 
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2 3 4 5 6 7 

Figura 12 . Análisis del exón 7 por SSCP. Carril 2. 3, 4, 5, 7 patrones 

electroforeticos normales, carril 1, 6 muestran patrones electroforeticos 

alterados de dos pacientes de FO. 

2 3 4 5 

Figura 13. Análisis del exón 11 por SSCP. Carril 2,3,5 patrones 

electroforeticos normales, carril 1, 4 patrones electroforeticos alterados de 

pacien tes con FQ . 
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Figura 14. Análisis del exón 13ª por SSCP Carril 3. 4, 5, 6 patrones 

electroforeticos normales , carril 1, 2 patrones electroforeticos alterados de dos 

pacientes de FQ 

2 3 4 5 

Figura 15. Análisis del exón 17b por SSCP. Carril 1, 4, 5 patrones 

electroforeticos normales, carril 2, 3 patrones electroforeticos alterados de dos 

pacientes de FO . 
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EXONES DOMINIO QUE PACIENTES 

CODIFICAN INFORMATIVOS PARA 

SSCP % (n=87) 

7 TMD1 2.3 

11 NBD1 5.7 

13a R 2.3 

17b TMD2 13.8 

TOTAL 24.1 

Tabla 7. Exones del Gen FQ Analizados por SSCP. 

Mediante la técnica de SSCP se analizaron los paciente con al 

menos un alelo desconocido después de la primera búsqueda mediante 

PSM, realizando este análisis en los exones con mayor índice de 

alteraciones (4, 11, 13a y 17b), esto con el fin de caracterizar el espectro 

de mutaciones. Esta estrategia nos permitió identificar 21 pacientes con 

un cambio electroforético indicándonos la presencia de una alteración en 

el DNA, indicándonos un 16% de alteraciones identidficadas, resultados 

que incrementan el nivel de detección de alteraciones en nuestra 

población. Sin embargo el porcentaje de alelos caracterizados aún es bajo 

en comparación con otras poblaciones como el sur de Francia en donde 

se han identificado un total de 40 mutaciones que representa el 91 % de 

los cromosomas caracterizados (49), en el noreste de Italia en donde 22 

mutaciones caracterizan el 90% de los alelos FQ (50), en Grecia el 74.5% 

de los alelos se caracterizó con 21 mutaciones (51) y el España 75 

mutaciones representan 90.2% de los alelos afectados (29). 
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DISCUSIÓN. 

En México la FO es una enfermedad que frecuentemente se enmascara 

con otros padecimientos comunes en nuestro medio , como la desnutrición, 

problemas gastrointestinales y enfermedades respiratorias crónicas, entre 

otras . La prueba diagnóstica clínica hasta ahora , para detectar la FO es la 

determinación de cloruros en sudor, sin embargo este diagnóstico presenta dos 

desventajas: 1) algunos de los pacientes presentan cloruros en sudor entre el 

límite normal y el anormal y 2) no se pueden detectar portadores. En contraste 

con lo anterior el diagnóstico molecular, de esta enfermedad permite detectar 

las mutaciones responsables de la FO y con ello la posibilidad de definir el 

pronóstico de la enfermedad y su tratamiento oportuno así también es posible 

la detección de portadores y la prevención de la enfermedad mediante el 

asesoramiento genético de certeza en las familias afectadas y el diagnóstico 

prenatal. 

A la fecha en el gen de CFTR se han descrito más de 950 mutaciones, 

presentando la mayoría una frecuencia menor al 1 % . Sin embargo la gran 

variación de estas mutaciones en el gen FO en los distintos grupos étnicos 

provoca que en algunas poblaciones con poco mestizaje o endogámicas 

predominen una o dos mutaciones, como en la población Caucásica y de 

Judíos Ashkenazi , donde al realizar la búsqueda dirigida de cinco mutaciones 

en pacientes con FO se logra caracterizar el 85 y 96% de los alelos afectados 

respectivamente (36) . 

Sin embargo en poblaciones con un alto grado de mestizaje existe una 

gran variación de mutaciones, como es el caso de nuestra población, en donde 

el uso de nuevas estrategias para la búsqueda de mutaciones como la técnica 

de SSCP, y un reporte previo de mutagénesis dirigida de 12 mutaciones 

reportadas con alta frecuencia a nivel mundial o en poblaciones hispanas (28, 

37) posteriormente solo se logró caracterizar cerca del 57% de los alelos 
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afectado, resultados muy similares a los que se informan en otro estudio 

realizado en el norte México en donde se reporta el 56 .3% de alelos 

caracterizados realizando un tamizaje de 16 mutaciones en una muestra de 40 

pacientes de FQ (52). Estos hallazgos sugieren que muchas de las mutaciones 

presentes en nuestra población que aún no están caracterizadas pueden ser 

exclusivas de nuestra población, como las siete mutaciones nuevas (1924de17, 

2055del9-A, W1098C, 846delT, P750L, 4160insGGGG y 297-1 G---tA) descritas 

por nuestro grupo. (28, 37). 

En este estudio con el análisis dirigido de las mutaciones L'.F508, G542X, 

L'.1507 y N1303K se corroboraron las frecuencias reportadas previamente por 

nuestro grupo de trabajo (53), además la frecuencia de la mutación L'. F508 fue 

similar a lo que se describe en otras regiones de México (45% y 34.4%) (52 , 

54). Esta frecuencia nos ubica dentro de las poblaciones con más baja 

frecuencia a nivel mundial después de los judíos ashkenazi (30%) (36) y 

chilenos (29%) (26). 

En tanto que la mutación G542X, la segunda mutación más frecuente en 

nuestra población y cuya frecuencia sólo se ha reportado en México por 

nuestro grupo fue mayor a la que se reporta a nivel mundial (3.4%) (14) y muy 

similar a lo que se reporta para España (8%) (29, 40). 

La mutación L'.1507, la tercera más frecuente encontrada en este estudio 

a pesar de que a nivel mundial se reporta como una mutación rara con una 

frecuencia menor al 1 % hay poblaciones como Francia y el sur de Australia que 

la reportan como una de las mutaciones con mayor frecuencia (55, 22). La baja 

frecuencia de esta mutación puede deberse a que en la mayoria de los 

estudios no se realiza la búsqueda dirigida de esta, ya que realizar el análisis 

mediante PSM para la mutación L'.F508 esta se podría enmascarar ya que 

ambas mutaciones se localizan en codones contiguos, además un paciente 
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heterocigoto compuesto L'.F508/L'. 1507 presenta un patrón electroforético como 

un homocigoto 6 F508 debido a que en el PCR solo se amplifica el alelo mutado 

para L'.F508 por una doble falla en la alineación de los primers, resultado del 

cambio de una base en uno de los primers para la PSM y la deleción del codón 

507(41). 

La mutación N1303K fue la cuarta mutación más frecuente con 2 06%, 

similar a lo que se reporta a nivel mundial (1 3%) (22) y por nuestro grupo (28). 

Con este análisis se logró caracterizar cerca del 57% (Tabla 6) de los 

alelos afectados de pacientes con FO . Para caracterizar mayor número de 

mutaciones en el resto de los alelos , se analizaron 4 exones con mayor 

susceptibilidad a presentar mutaciones mediante la técnica de SSCP (4 7) , Así 

se analizaron 87 pacientes que presentaron al menos un alelo caracterizado 

con el propósito de identificar la mayoría de los alelos de los pacientes 

mexicanos de FO . 

Datos de la eficiencia de la técnica de SSCP reportan rangos de 35% 

hasta cercanos a 100%, aunque los parámetros que influyen en la información 

necesaria del método no han sido evaluados. Orita y colaboradores (4 7). 

reportan un 100% de eficiencia del método, al detectar 12 de 12 mutaciones 

conocidas en varios genes humanos RAS. Otro grupo de investigación reporta 

una eficiencia del 73 y 35% en el tamizaje de mutaciones de pacientes con 

hemofilia B (56) . Michaud y colaboradores (57) utilizando una combinación de 

tres factores electroforéticos detectando 20 de 20 mutaciones conocidas en el 

gen ornitina L'. -aminotransferasa. 

Glavac y Dean (48) reportaron la concentración y el crosslinking como 

los factores más importantes para optim izar el patrón de separación de bandas 

en geles de SSCP en pacientes de FO , observando los mejores resultados en 

un rango de acrilamida del 5 al 8%, con un crosslinking de 2.6% y comprobaron 
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que al agregar 10% de glicerol o sacarosa los modelos de separación de las 

bandas presentan una mejor resolución. En este estudio empleando la técn ica 

de SSCP se analizaron los 4 exones mencionados del gen CFTR. Después de 

evaluar diferentes parámetros se logró identificar 21 pacientes que presentaron 

cambios conformacionales, lo que sugiere la presencia de una alteración en la 

secuencia del DNA. Las condiciones de electroforésis óptimas fueron : geles de 

poliacrilamida al 6% y sacarosa al 10%, con un crosslinking de 2.5% a una 

temperatura constante de 15ºC, con amort iguador TBE 0.5X, con un tiempo de 

corrida de 36 horas a 7 watts. 

Nuestro grupo de trabajo realizó un estudio previo de la población 

mexicana empleando la técnica de SSCP en el rastreo de 7 exones del gen 

CFTR (4 , 7, 11 , 13a, 13b, 19, 21 ), encontrando un 26% de alteraciones con 

esta técn ica de un total de 101 casos índice, la mayoría de estas en el exón 1 O 

seguidas del exón 11 , documentando dos mutaciones poco frecuentes a nivel 

mundial (SN49N y G551S) y dos mutaciones que sólo se han reportado en la 

población mexicana (2055del9-A y 1929del7) (37). 

El Consorcio Internacional de Fibrosis Quística reporta 48 distintas 

mutaciones diferentes en el exón 17b, que junto con los exones 4, 7, 1 O, 11 y 

13 son los que se reportan con mayor número de mutaciones. Sin embargo 

dentro de estos los que reportan un mayor número de mutaciones son el exón 

13 y el 7 aunque el exón 17b, aunque en el exón 17b es uno de los exones en 

donde se han reportado un número elevado de polimorfismos (58), lo que 

puede expl icar los hallazgos observados en este estudio en donde el exón con 

mayor número de alteraciones fue el exón 17b , seguido del exón 11 , 7 y 13a 

Para poder establecer la eficiencia del método de SSCP para la 

búsqueda de mutaciones nuevas o poco frecuentes en el gen FO de pacientes 

mexicanos es necesario analizar los 27 exones que conforman este gen, así 

como corroborar estos cambios por medio de la técnica de secuenciación 
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Por lo tanto para lograr una mayor eficiencia en la detección de 

mutaciones en pacientes mexicanos se debe ana lizar el total de exones del gen 

CFTR, además de implementar nuevas metodologías, como lo es el método de 

heteroduplex múltiple, con mayor eficiencia y más rápidas para caracterizar 

todos los alelos afectados y determinar las mutaciones presentes en la 

población mexicana. En el Instituto Nacional de Pediatría paralelamente a este 

trabajo se analizaron otras regiones del gen FO utilizando la técnica de SSCP y 

el análisis de mHET logrando caracterizar el 74.5% de los alelos afectados 

encontrando 34 mutaciones diferentes entre estas cinco mutaciones nuevas, 

cinco de estas nuevas (28). 
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CONCLUSIONES. 

1. La frecuencia de la mutación 6 F508 fue baja en comparación con la 

reportada por Consorcio Internacional de Fibrosis Quistica y nos ubica 

dentro de las poblaciones con más baja frecuencia . 

2. La frecuencia de la mutación G542X fue mayor a lo que reporta el 

Consorcio Internacional de Fibrosis Quistica , pero sim ilar a lo reportado 

en poblaciones hispanas. 

3. La mutación 6 1507 se encuentra dentro de las cuatro mutaciones de 

mayor frecuencia en la población mexicana, mutación que a nivel 

mundial se considera como una mutación poco frecuente. 

4. Mediante la técn ica de SSCP se detectaron 21 cambios 

conformacionales que sugieren la presencia de una mutación o un 

polimorfismo. 

5. Con este análisis se obtuvo una eficiencia del 54% de alelos 

identificados en nuestra población de pacientes mexicanos. 

6. La mayoría de los cambios conformacionales que se detectaron están 

en el exón 17b. 

7. Los geles de po liacrilamida con una concentración del 6% con sacarosa 

al 10% y un cross linking de 2.5% a una temperatura constante de 15ºC y 

utilizando buffer de corrida TBE 0.5X a 600 volts fueron las condiciones 

óptimas para una buena definición del patrón electroforetico. 
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APENO ICE 

Preparación de reactivos y soluciones 

Enzima utilizada en la amplificación 
Enzima Amplitaq DNA polimerasa 

Concentración 10 uhd 

Buffer 1 OnM Tris-HCI, pH 8.3, 50mM KCI 

Enzimas de restricción 

Enzima Temperatura de incubación 

Mbol 37°C 

Hphl 37°C 

Ddel 37°C 

Bglll 37°C 

Buffer de reacción 

NEBuffer 3 

100 mM NaCI 

50 mM Tris HCI 

10mM MgCl2 

1 mM ditiotreitol (pH 7.9) 

NEBuffer 4 

50mM acetato de potasio 

20mM Tri s acetato 

1 OmM acetato de magnesio 

1 mM dotiotreitol (pH 7 .9) 

NEBuffer 3 

100 mM NaCI 

50 mM Tris HCI 

10mM MgCl2 

1mM ditiotreitol (pH 7.9) 

NEBuffer 3 

100 mM NaCI 

50 mM Tris HCI 

10mM MgCl2 

1 mM ditiotreitol (pH 7.9) 
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Acrilamida/bisacrilamida 30%. 

-29 partes de acrilamida 

-1 parte de bisacrilamida 

-aforar a 100 mi con H20 destilada 

Buffer acarreador. 

-Azul de bromofenol 

-Xi lencianol 

-Ficoll 400 (H20 bidestilada) 

Marcadores de peso moleculares. 

DNA Ladder 

0.25% 

0.25% 

15% 

Este marcador de pesos se encuentra formado por fragmentos de una 

longitud de 100 a 1,500 pb, con un incremento de 100 pb en cada fragmento. 

Preparación de geles de poliacrilamida para mutagénesis sitio dirigida . 

10% 15% 

Buffer TBE 5X 2.0 mi 3.26 mi 

Acrilamida/bisacrilamida 30% 3.06% 5.0 mi 

H20 destilada 4.83% 1.56 mi 

Persulfato de amonio 10.0% 100 µI 163 µI 

TEMED 10 µI 16.3 µI 

Volumen Final 10.0 mi 10.0 mi 

56 



Preparación del gel para SSCP. 

Solución 1 

Acrilamida al 6 0% (crosslinking 2.5 % y sacarosa 10.0%) 

Acrilamida 40.0% 

Buffer TBE 1 OX 

Sacarosa 

Aforar a 100 mi con H20 destilada 

Solición 1 

Buffer TBE 5X 

H20 bidestilada 

Persulfato de amonio 10.0% 

TEMED 

15 mi 

10 mi 

1 o g 

15 mi 

3.6 mi 

41.4 mi 

240 ~ti 

24 ~ti 

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

cámara de electroforesis vertical de 45 cm x 70 cm. 

Solución Stop para SSCP. 

Forma mida 

EDTA 

Azul de bromofenol 

Xilencianol 

H20 bidestilada 

1ZT. 
95.0% 

20mM 

0.5% 

0.5% 

i.J.N..A.M-~ 

19 mi 

0.15 g 

0.01g 

0.01 g 

20 mi 
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