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RESUMEN. 

La fibrosis quistica (FQ) es la enfermedad autosémica recesiva mas frecuente en 

ja poblacién caucdsica, afecta a 1 de cada 2,000-3,000 nacidos vivos. Los pacientes con 

FQ presentan una afeccién generalizada de las células epiteliales, cuyas secreciones se 

vuelven anormalmente viscosas, lo cual altera la funcién de algunos érganos, 

principalmente pulmén, pancreas e intestino. 

El gen asociado a la FQ fue clonado en 1989 y codifica para una proteina 

denominada reguladora de la conductancia transmembranal de la FQ (CFTR), por su 

papel como canal de cloro en la membrana apical de las células epiteliales. A la fecha se 

han caracterizado mas de 750 mutaciones en el gen FQ; sin embargo, alrededor del 70% 

de Jos cromosomas FQ tienen una delecién de tres pb que codifican para una 

fenilalanina en la posicién 508 de la proteina CFTR (4F508). El resto de las mutaciones 

caracterizadas hasta el] momento, presentan frecuencias muy bajas en la poblacién 

mundial. Por otro lado, se ha encontrado que la frecuencia de las diferentes mutaciones 

del gen FQ varia ampliamente entre los diferentes grupos étnicos. 

Actualmente se descenoce la frecuencia de la FQ en México, asf como fas 

mutaciones que la causan. En este trabajo se realizé un tamizaje de las mutaciones A 

F508, AIS07, G542X, N1303K, S549N, 1924del7 y 2055del9->A en 101 pacientes 

Mexicanos con FQ y sus familiares de primer grado. Estas mutaciones se buscaron por 

mutagénesis dirigida mediada por PCR (PSM), o PCR simple y restriccién enzimatica. 

La mutacién mas frecuente fue la AF508 (36.6%), seguida por la G542X (6.56%) y la A 

1507 (1.66%). Las mutaciones detectadas con menor frecuencia fueron: la SS49N 

(0.62%), y la 1924del7 (0.84%). No se encontraron diferencias significativas entre la 

frecuencia de las mutaciones AF508 y G542X en México y algunos paises de Europa del 

Sur como Espaiia. Estos hallazgos parecen sugerir que la invasién espafiola a México 

pudo haber sido la puerta de entrada de las mutaciones AF508 y G542X a la poblacién 

Mexicana. 

Este trabajo permitié establecer una estrategia para el diagndstico molecular de 

la FQ en la poblacién mexicana.  
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INTRODUCCION 

La fibrosis quistica (FQ) es la enfermedad autosémica recesiva mas frecuente en 

la poblacién caucasica, y se presenta con una incidencia de 1 en 2,000 a 3,000 nacidos 

vivos (Cystic Fibrosis Genetic Analysis Consortium, 1994). Esta enfermedad se 

caracteriza por una afeccién generalizada de las células epiteliales que conduce a una 

secrecién exdécrina anormalmente viscosa. La gran viscosidad de estas secreciones altera 

la fancién de los sistemas respiratorio, digestivo y genitourinario, asi como de las 

glandulas sudoriparas (Fig. 1). El cuadro clinico es progresivo y ta afeccién respiratoria 

es la principal causa de morbilidad y mortalidad. 

Existen reportes sobre casos de ileo meconial y de la asociacién de cuadros 

pancreaticos y respiratorios desde el siglo XVII. Sin embargo, fue hasta 1938 cuando 

Anderson describié formalmente el cuadro denominado "fibrosis quistica del pancreas" 

(Anderson, 1938). En 1945 Farber describié la afeccién generalizada de las glandulas 

exécrinas, y dadas las caracteristicas de las secreciones, denomind al cuadro 

"Mucoviscidosis" (Farber, 1945). En esta misma década, Anderson y Hodges 

describieron ef patrén autosémico recesivo en varios arboles genealégicos (Anderson et 

al, 1946). di Sant’ Agnese sugirié que esta enfermedad cursa con una pérdida excesiva 

de sal a través de} sudor, al basarse en el caso de un nifio afectado que presenté 

deplecién salina durante el verano. Posteriormente, demostré la existencia de niveles 

altos de cloro y sodio en el sudor de los pacientes (di Sant’ Agnese et al, 1953). 

Oppenheimer reports en 1975 que ciertos pacientes con FQ presentan funcién 

pancreatica normal (Oppenheimer et a/, 1975), lo cual sirvié de base para el andlisis de 

la variabilidad fenotipica de la enfermedad, iniciada en 1982 por Sing (Sing et al, 1982). 

En 1983 se describid que la FQ se debe a una impermeabilidad de la membrana 

apical de las células epiteliales al ion cloro. Este defecto es el responsable de la 

acumulacién de moco espeso y deshidratado en Jas vias respiratorias y en los conductos 

de las glandulas exdcrinas (Fig. 2) (Cheng et al, 1990; Welsh et al, 1995a; Welsh et al, 

1995b).  
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Figura 1. Organos afectados en la FQ. (Welsh ef al, 1995b) 

   



  

  

CELULAS EPITELIALES SECCION DE EPITELIO Y PASAVE AFREO 

  

  

    
    

    
        

  

      

  

   

  

      

A B 

Glondulo + Celta epitelial 
3 Cano! CFTR submucosa To Cilios . £ _ : : 

$ CLO co _-+} Mucus ‘ 
ZB ” 

-§ = Conducto ‘ Conducto 
£ aereo . aereo é a 

Fi dae ~Particulo = Células secretoras inhalada 
de mucus 

C D 

i 2 Glandula submucosa - | 
¢ Ausencia o defecto 3 alterado 

del canol CFTR. g % Bacteria 8 women 

g CLOR 4 

2 

o . = 
to ODIO see. 

KS}. 8 ‘ 
ey. . 
3 
a 

    
  

      

Figura 2. Bases moleculares de Ja afeccion pulmonar en pacientes FQ. A) 
Células epiteliales pulmonares de individuos sanos. B) Epitelio pulmonar sano. 
La presencia del canal CFTR permiteuna mucosidad poco viscosa, la cual es 
facilmente eliminada de las vias Tespiratorias, junto con particulas inhaladas. 
C) Células epiteliales de pacientes con FQ. D) Epitelio pulmonar FQ. La 
ausencia del canal CFTR produce un moco muy viscoso, el cual es dificil de 
eliminar de las vias respiratorias, congestionandolas. (Welsh et al, 1995b)  



El cuadro clinico mas usual es tos persistente, infecciones Tespiratorias crénicas, 

mal absorcidn intestinal, esteatorrea, desnutricion y elevacién de cloruros en sudor. Los 

sintomas pueden aparecer desde el nacimiento. Las alteraciones patolégicas y las 

manifestaciones mas importantes son las siguientes: 

1. Sistema respiratorio. 

El factor desencadenante de Jas alteraciones de las vias Tespiratorias es la 

secrecién de un moco viscoso con mayor capacidad de adherencia, que se acumula 

repetidamente en el lumen de estas vias y propicia un proceso inflamatorio localizado. 

Posteriormente, se presenta infeccién con cepas mucoides de Pseudomona aeuroginosa 

y de Staphylococcus aureus. No se han documentado alteraciones de fa respuesta 

inmunolégica en los pacientes con FQ que expliquen una mayor predisposicién a los 

cuadros infecciosos. Los procesos inflamatorios infecciosos y destructivos estan 

localizados en las vias de conduccién (Tomashefski et al, 1985). 

2. Sistema digestivo. 

Las. aiteraciones en este sistema comprometen al tracto gastrointestinal y las 

glandulas anexas. Aunque son frecuentes, generalmente no amenazan la vida del 

paciente, puesto que el compromiso del tracto digestivo no es muy grave. En contraste, 

el pancreas y el higado muestran alteraciones importantes. 

E] 85% de los pacientes presentan insuficiencia pancredtica causada por 

obstruccién progresiva de los ductos, lo cual dilata a los acinos y produce una 

destruccién de la porcién exécrina y finalmente de todo e! 6rgano, con extensas dreas de 

reemplazo por tejido fibroso y graso, con quistes pequeiios y leves alteraciones 

inflamatorias (di Sant' Agnese et al, 1984). La insuficiencia pancreatica es la causa de la 

mala absorcidn intestinal, la desnutricién y los cuadros carenciales de vitaminas A y D 

(Mischler er al, 1979; Friedman er al, 1985), K (Tortenson er al, 1970), asi como de 

otras moléculas esenciales como el zinc (Hansen et al, 1983). Estas deficiencias pueden 

corregirse con la administracion de enzimas pancreaticas 0 con la administracion directa  



del nutriente requerido (Hansen et al, 1983). Se ha visto también una mayor afeccién en 
la funcion enddcrina del pancreas a partir de la segunda década de la vida en el 27 al 
42% de los pacientes por alteraciones en los islotes de Langerhans (Handwerger et al, 
1969), 

El ileo meconial se observa en 5 al 10% de los recién nacidos con FQ, y es 
causado por una obstruccién intestinal distal de material muco-fecaloide viscoso, que se 
acumula probablemente por insuficiencia enzimatica temprana (di Sant’Agnese ef al, 
1984), 

3. Tracto genitourinario 

Se ha encontrado que cl 95% de los varones con FQ, presentan alteraciones de 

las estructuras wolfianas, como atrofia de Conductos deferentes, epididimo y vesiculas 
seminales, o ausencia bilateral de los vasos deferentes, probablemente debido a cambios 
degenerativos ocasionados por obstruccién de estos conductos desde la vida intrauterina 
(Landing et al, 1969, Taussing er a/, 1972; Kaplan et af, 1968; Valman et al, 1969), En 
las mujeres, la infertilidad es menos frecuente y generalmente se atribuye a alteraciones 
en el moco cervical (Shwachman et al, 1977). 

4. Glandulas sudoriparas 

El signo mds consistente de la FQ son las elevadas concentraciones de cloro, 

sodio y potasio en la secrecion de las glandulas sudoriparas, que pueden ser medidas por 
el iontoforémetro después de !a estimulacién con pilocarpina. Como se mencioné 
previamente, esta particularidad se utiliza primordialmente para el diagnéstico de la 
enfermedad. Esta alteracién se debe a una falla en la reabsorcién de cloro en los ductos 
de las glandulas sudoriparas (Fig. 3) (Munger ef al, 1961) y puede ser riesgosa en casos 
de pérdida excesiva de sales, a) ocasionar alcalosis hipoclorémica e hiponatrémica, 

debido por ejemplo, a pérdida excesiva de sal, por vémito o diarrea, o por exposicién 
prolongada al sol (Nussbaum er al, 1979).  
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Figura 3. Representacién esquematica de la produccién de sudor y del 

transporte de electrolitos en una glandula sudoripara normal. Se muestra 

el mecanismo celular del transporte de electrolitos en las células epiteliales del 
ducto y del tallo de la glandula sudoripara. Notese que el transporte de cloro 
dependiente de AMPc y de calcio, parece ocurrir por dos tipos diferentes de 
células del tallo. E) canal de cloro defectuoso en FQ se encuentra sefialado. 

(Welsh etal, 1995a) 

  

 



Estructura del gen 

El gen asociado a la FQ se cloné mediante las estrategias de caminata y salto 

cromosémico, a partir de marcadores gendmicos ligados al gen (Kerem er al, 1989; 

Riordan et al, 1989; Rommens et al, 1989). Después de la clonacién del gen FQ se 

analiz6 la secuencia completa, se dedujo la secuencia de la estructura de su producto y 

Se caracterizaron algunas mutaciones responsables de la enfermedad (Zielinsky et al, 

1991). 

El gen FQ, localizado en la banda q31 det cromosoma 7 (Fig. 4), mide 

aproximadamente 250 Kb y consta de 27 exones (Fig. 5) (Zielinsky et ai 1991; 

Rommens et ai, 1989). El gen codifica para un RNAm de 6.5 Kb detectable por 

Northern blot en una gran variedad de tejidos, especialmente en los afectados en la FQ 

como pulmén, pancreas, glandulas sudoriparas, higado, mucosa nasal, glandulas 

salivales y colon (Riordan et al, 1989). E] transcrito del gen también se ha detectado por 

RT-PCR en células no epiteliales, incluyendo linfoblastos transformados por el virus de 

Epstein-Barr (Yoshimura et al, 1990; McDonald et al, 1992). El polipéptido codificado 

es una proteina de 1,480 aminodcidos que contiene varios dominios estructurales y 

funcionales, y dos sitios de glicosilacién (Hyde et al, 1990; Welsh et al, 1995a). Esta 

proteina se denomina reguladora de 1a conductancia transmembranal de la FQ (CFTR), 

dado su papel fisiolégico (Cliff et al, 1992). 

Aunque alin no esté completamente definida la funcién de la CFTR, se ha 

demostrado en lineas celulares eucaridnticas, que es un canal de cloro dependiente de 

AMPe, y que directa o indirectamente es un regulador de canales endégenos cripticos 

para el cloro (Cliff et al, 1992; Gregory et al, 1990). 

Se han descrito sitios de iniciacién de la transcripcién adicionales, y diferentes 

patrones de "splicing" para la regién 5’ del gen FQ (Chou et al, 1991). En el andlisis de 

células CACO-2 se detectaron transcritos alternativos que contenian dos exones 

adicionales (1a y 1b), cuyo sitio de iniciacién se encontré hacia la region 5‘del exén 1 

(Koh et al, 1993; Tsui L-C, 1991). Se ha encontrado CFTR funcional en células 

transfectadas con DNA del gen FQ sin el extremo 5’de la region codificadora (Flotte ef  
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Figura 4. Localizacién del gen de fa FQ en el cromosoma 7. 
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al, 1993). Sin embargo, esta claro que mutaciones en cualquiera de estos exones 

alternativos pueden ser las responsables de la enfermedad, como ha sido comprobado en 

varios pacientes. 

Analisis del promotor CFTR. 

Existen escasos reportes sobre el mecanismo de regulacién del gen FQ y la 

caracterizacién de su promotor (Riordan et al, 1989; Koh et al, 1993; Chou et al, 1991), 

sin embargo, se ha demostrado que tiene una secuencia promotora tipo "housekeeping". 

Esta regién promotora es muy rica en GC y carece de caja TATA (Yoshimura et al, 

1991). 

Splicing alternativo de transcritos del gen CFTR. 

Se han observado varios sitios de splicing alternativo en transcritos del gen FQ, 

tanto en individuos normales como en pacientes con FQ, que involucra principalmente a 

los exones 4, 9 y 12. La transcripcién de estos sitios de splicing alternativos, generan 

transcritos mas cortos, pero que conservan el marco de lectura. Los productos obtenidos 

por splicing alternativo son escasos y su significado biolégico no esté claro (Hull er al, 

1994; Bremer et al, 1992; Strong et al, 1990; Chu et al, 1992; Chu et al, 1991). 

Proteina CFTR 

La proteina CFTR pertenece a la superfamilia de fas proteinas ABC (ATP 

Binding Casette; Médulos de unién a ATP), ya que contiene dominios de unién a 

nucleotidos como las proteinas de este grupo (Riordan ef al, 1991; Hyde et ai, 1990) 

(Fig. 6). Estas proteinas tienen dos dominios de unién a ATP (NBD1 Y NBD2) y dos 

dominios transmembranales hidrofébicos, cada uno formado por 12 segmentos 

transmembranales (TM1-TM12) (Fig. 7). La proteina CFTR tiene un dominio Unico 

dentro de las proteinas de este grupo denominado dominio R, que une a las dos mitades 

del polipéptido (Riordan et af, 1989). La proteina CFTR también difiere de otras 

proteinas clasificadas como ABC, que son principalmente transportadoras, en que  
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constituye un canal de cloro de baja conductancia en las membranas apicales de las 

células epiteliales (Anderson et al, 1991, Trezis et al, 1991; Gregory e# al, 1990). 

Dominio transmembranal. 

Se cree que la proteina CFTR esta anclada en la membrana citoplasmatica por 12 

segmentos hidrofébicos (TM!-TM12} organizados en dos dominios transmembranales 

(Oblat-Montal e¢ al, 1994) (fig. 7A). Los doce segmentos atraviesan la membrana y 

forman un pore que constituye el canal de cloro de CFTR (Fig. 8). Los resultados de 

diferentes estudios han implicado a TM1 (Sheppard e¢ af, 1993), TM2 (Oblat-Montal et 

al, 1994), TM6 y TM12 (Madonough et ai, 1994) como partes importantes en {a 

formacién del poro (Oblat-Montal et al, 1994). También se ha demostrado que CFTR es 

un canal multi-iénico con base en los efectos producidos por algunas sustituciones de 

aminoacidos encontradas en pacientes con FQ (Tabcharini et a/, 1994). Se ha visto que 

varios residuos de arginina parecen ser particularmente importantes para la conducci6n 

de iones (Sheppard ef al, 1993). Por otra parte, se ha Propuesto la posible interaccién del 

ion cloro con las regiones ricas en treonina y serina de los segmentos TM6 y TM12 de 

la proteina, a través de grupos hidroxilados (Mcdonough ef al, 1994). Los modelos 

actuales de la proteina predicen la existencia de 6 asas. extracelulares y 4 asas 

citoplasmaticas entre los segmentos transmembranales del polipéptido (Fig. 7). Existen 

dos sitios de glicosilacién en los dos residuos de arginina (N894 y N900) identificados 

en la cuarta asa extracelular (Cheng et al, 1990; Gregory et al, 1991). 

Dominios NBD. 

Los dominios de unién a nucleétidos (NBD) tienen secuencias que se encuentran 

conservadas en las proteinas de unién a ATP (Riordan et al, 1989). La secuencia del gen 

que codifica para el dominio NBD1 abarca del exén 9 al exén 12 (aa F434-1586) y el 

que codifica para el NBD2 abarca del exén 19 al 23 (aa Y1219-R1386) (Riordan et al, 

1989) (Fig. 7). Ambos dominios se unen e hidrolizan el ATP necesario para la 

fosforilacién del dominio R mediada por AMPc (Anderson ez al, 1991; Carson et al,  
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1993; Hartman eg al, 1992; Levesque ef al, 1992; Nagel et al, 1992). Los aminoacidos 

del dominio NBD2 que participan en la unién al ATP parecen ser L1260-W1272, 

N1303-E1321 y posiblemente L1335-$1347 (Hiestad et al, 1994). No existe gran 

similitud entre las estructuras primarias de los dos dominios NBD, ya que presentan 

Solo el 29% de homologia entre sus aminoacidos. Asi mismo, estudios funcionales han 

mostrado que NBD! y NBD2 no contribuyen a la regulacién del canal de la misma 

manera (Carson et af, 1995). Se ha propuesto que la fosforilacién de NBDI se realiza 

después de una fosforilacién parcial del dominio R, lo cual permite la apertura del canal, 

mientras que, la fosforilacién completa del dominio R conduce a la fosforilacién de 

NBD2, que provoca el cierre del canal (Rich et al, 1993). 

Ei dominio R. 

El dominio R es exclusivo de la proteina CFTR y también es conocido con el 

nombre de dominio regulador. Esta codificado por el exén 13 del gen y se localiza del 

lado citoplasmatico de la membrana apical (Riordan et al, 1989) (Fig. 8). Este dominio 

tiene una alta proporcién de aminodcidos polares (30%), y varios sitios de fosforilacién 

que parecen ser importantes para la funcién det canal (Piccioto et al, 1992; Cheng et al, 

1991). De esta manera, el grado de fosforilacién de los diferentes sitios del dominio R 

puede tener un efecto estimulatorio o inhibitorio sobre Ja actividad del canal {Wilkinson 

et al, 1994). Al parecer, el dominio R cambia su conformacién al ser fosforilado por la 

proteina cinasa A, lo que regula Ja actividad det canal (Dulhanty et al, 1994), 

Mutaciones en el gen FQ 

La mutacién mas comtnmente encontrada en pacientes con FQ es una delecién 

de tres pares de bases, que elimina el codén para la fenilalanina en la posicién 508 de la 

proteina CFTR (AF508; Fig. 9) (Cystic Fibrosis Genetics Analysis Consortium, 1994). 

Sin embargo, existen cerca de 750 mutaciones diferentes reportadas por el Consorcio 

Intemacional de la Fibrosis Quistica (1994).  
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Figura 9. Esquema de la mutacién AF508. Se presentan un alelo AF508. En 
ef aielo normal el codén 508 (CTT) codifica para la fenilalanina, en el alelo 
mutante este codén se pierde. 
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AF508: Ja mutacién m4s importante en FQ. 

Un estudio mundial que involucré el andlisis de 43,849 alelos mutantes de FQ, 

mostré la presencia de la mutacién AF508 en 66% de los cromosomas FQ (Cystic 

Fibrosis Genetics Analysis Consortium, 1994). La frecuencia de esta mutacién varia 

ampliamente entre los diferentes grupos étnicos y tiene una distribucién geografica 

particular (Romeo et al, 1990; Tsui L-C, 1992) (Fig. 10). Las frecuencias reportadas de 

esta mutacién varian desde el 30% en los judios askhenazi (Soshani et al, 1992) hasta el 

88% en la poblacién danesa (Schwartz et al, 1990) (Fig. 10). En Europa, la distribucién 

geografica de la AF508 sigue un gradiente, y su frecuencia aumenta de Sureste a 

Noroeste (European Working Group in Cystic Fibrosis, 1990). Con base en el andlisis 

de haplotipos se cree que esta mutacién aparecié en el periodo Paleolitico, al mismo 

tiempo que ocurrieron las migraciones de los primeros pobladores del Medio Oriente al 

Noroeste de Europa (Casals et al, 1992; De Braekeler ef al, 1992). Los estudios mas 

Tecientes de marcadores intragénicos en una amplia muestra de cromosomas FQ 

europeos condujeron a las siguientes especulaciones acerca de la distribucién 

geografica, evolucién y antigiiedad de esta mutacién (Morral et al, 1994): 1) la 

mutacién AF508 se originé hace aproximadamente 10,000 afios en un cromosoma con el 

haplotipo 23-31-13, en una poblacién genéticamente distinta a la poblacién europea 

actual; 2) Este haplotipo ancestral que portaba la AF508 evolucioné a los 4 principales 

haplotipos encontrados en la poblacién europea, que son: 23-13-13, 17-31-13 y 23-32- 

13; 3) el gradiente actual de la frecuencia de la AF508 en Europa fue generado por una 

serie de expansiones poblacionales en diferentes periodos historicos desde el 

Paleolitico; 4) existen dos grupos de poblaciones europeas con la mutacién AF508 que 

son genéticamente distintas y que estén representadas por dos haplotipos diferentes: el 

23-31/32-13 (Islas Briténicas y el Mediterraneo) y el 17-31/32-13 (Norte de Europa 

Central). La expansién de la ultima poblacién y su interaccién con poblaciones asiaticas 

son probablemente responsables de la frecuencia de la mutacién AF508 en el Norte de 

Europa y de su distribucion en gradiente en ¢] resto del Continente (Casals et al, 1993).  
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Figura 10. Distribucién geografica de las mutaciones FQ. Se representa la 
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Otras mutaciones del gen FQ. 

La mayoria de las casi 750 mutaciones que afectan al gen FQ son poco comunes. 
Atin la segunda mutacién més frecuente a nivel mundial (G542X) se encuentra en tan 
s6lo el 3.4% de los cromosomas FQ. En la Tabla 1 se muestra una lista de mutaciones 

del gen FQ relativamente frecuentes (Cystic Fibrosis Genetics Analysis Consortium, 
1994). Por otra parte, cerca de 100 alteraciones en la secuencia del gen FQ han sido 

definidas como variaciones benignas o polimorfismos (Cystic Fibrosis Genetics 

Analysis Consortium, 1994). 

Las mutaciones descritas en el gen FQ son de diferente naturateza (Fig. 11): 

cerca del 50% de las mutaciones Teportadas son de sentido erréneo, aunque también se 
encuentran mutaciones sin sentido, deleciones o inserciones Pequeiias que alteran e] 

marco de lectura y mutaciones que afectan la maduracién normal del RNAm (Tsui L-C, 
1992). Ademas, se han descrito deleciones de un solo aminodcido, dos grandes 
deleciones que no alteran el marco de lectura Garvi et al, 1993) y deleciones complejas 
que abarcan los exones 4-7 y 11-18 (Morral er al, 1993). Se han encontrado otras 

alteraciones en Ja regién aledafia al extremo 5’ del gen (Cutting er al, 1992: Zielensky et 

al, 1991), algunas de ellas parecen involucrar secuencias reguladoras importantes para la 

actividad del promotor (T.C, Suen y LC. Tsui, comunicacién personal). 

La distribucién de mutaciones en el gen FQ no parece ser al azar (Fig. 12), ya 

que se han localizado regiones del gen donde la incidencia de mutaciones es mayor, por 

ejemplo en los exones 10 y 11 (Fig. 12). Se ha detectado una alta densidad de 

mutaciones, particularmente del tipo de alteraciones de sentido erréneo en ciertos 

exones como el 4, 7, 11, 20 y 17b (Mercier et al, 1994), Entre las mutaciones de sentido 

erréneo la distribucién de alelos “graves” y “leves” (ver seccién de correlacién 

genotipo-fenotipo) también parece tener relacién con ciertos exones; por ejemplo, existe 

un grupo de 10 mutaciones leves en el exén 7 en la regién que codifica para TM6 y una 

alta concentracién de alelos graves en el exén 11, que codifica parte de NBD1 (Riordan 

et al, 1989). El grado de tolerancia a la substitucion de aminodcidos puede depender de 

la estructura y funcién de los dominios correspondientes en el canal de cloro CFTR.  



  

  

Tabla 1. Mutaciones de alta frecuencia a nivel mundial del gen FQ. 

  

  

  

  

  

  

Mutaciones | Frecuencia Localizacion Cambio de nucledtido | Dominio proteico % (exén) 

Delecién de 3 pb entre AF508 66.0 10 NBD1 
1652 y 1655 

G542x 34 i GT en la posicién NBDI 
1756 

GA en la posicién G551D 1.6 1 5 1 1784 NBD1 

N1303K 13 21 CEn la posicién 4041 NBD2 

W1282K 12 20 G-> en la posicion 4005 NBD2         
  

Datos obtenidos en Welsh et al, 1995a. 

 



21 

  

: ee ICO 
ALUM G Reet Te 

i oi | | 8 
ME REI Le 
(MAUL UNE AEE HR TE 
HU WoL TL | 
Wii WU th Ed 
ASREELAL TAME AA WALA |= 

1 @ CoOL 00a oO 
Dominios Dominios Dominio Dominios Dominios 
Transmembranales de unién R Transmembranales de uniéo 

a ATP a ATP 

A= Cambio de aminoacidos 

B= Deleciones de aminoacidos 

C= Codones de terminacién 

D= Corrimiento det marco de lectura 

E= Alteraciones en el procesamiento del RNAm     
  

Figura 11. Tipos de mutaciones que afectan al gen FQ. En la parte superior 

se muestran los exones del gen FQ. En la parte inferior se sefialan los dominios 

afectados por estas mutaciones. Las barras negras sefialan las mutaciones en el 
gen FQ.  
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mayor incidencia de mutaciones en pacientes FQ. (Tsui, 1992)  
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Mas aun, varios codones 0 nucledtidos del gen FQ parecen ser altamente 

Susceptibles a suftir mutaciones, como en la posicién 347, en el cual se ha descrito 

cuatro diferentes mutaciones (Kerem et al, 1990). Las mutaciones del codén 347 

parecen estar relacionadas con la presencia de dinucledtidos CpG, los cuales son 

relativamente mas susceptibles a sufrir mutacion que otras secuencias (Cooper et al, 

1995). 

Anilisis de Haplotipos y mutaciones recurrentes 

Estudios extensos de identificacién de marcadores dentro y fuera del gen FQ, 

revelaron que la mayoria de las mutaciones en FQ estén asociadas con haplotipos 

Unicos, fo que sugiere que éstas se derivaron de un mismo evento mutacional (Morral et 

al, 1993;). Sin embargo, algunas mutaciones (R117H, H199Y, R334W, R347P, R553X, 

L5588, 3272-26A-G, 3849+10kbC y R1162X) se encuentran asociadas con 2 6 3 

haplotipos, incluso algunas de estas se han detectado en diferentes grupos raciales o 

&tnicos (Dork et al, 1994; Morral et al, 1994b), por lo que probablemente representen 

mutaciones recurrentes que surgieron independientemente. Muchas de éstas, 

corresponden a substituciones nucleotidicas que involucran dinucleétidos CpG, de 

hecho la tnica mutacién de novo reportada, ocurrié en el dinuclestido CpG que 

convierte un codén para arginina en un codén de terminacién en la posicién 851 

(R851X) (White et al, 1991). 

Debido a que algunos de los marcadores intragénicos de DNA microsatélite 

(poliformismos de repeticiones dinucleotidicas) tienden a mutar con una frecuencia 

relativamente alta, estos pueden ser utilizados para estimar la antigtiedad de las 

mutaciones. Por ejemplo, se ha encontrado que un mismo marcador de DNA 

Microsatélite esta asociado con las mutaciones AF508, GS42X y N1303K. Los andlisis 

de haplotipos marcadores apoyan fuertemente un origen tinico para cada una de éstas 

mutaciones (Morral et al, 1993).  
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Bases moleculares de fa disfuncién del canal de cloro CFTR 

Aunque se considera que cualquier mutacién que altera la funcién de la proteina 

CFTR por definicién causa FQ, no esté claro si las mutaciones tienen otra consecuencia 

primaria ademas de la falla en la conduccion del cloro. Varios estudios han demostrado 

Ja posible participacién de la CFTR en la regulacién de otros canales de cloro {Egan et 

al, 1992), en la reabsorcién de sodio (Boucher et al, 1986) y en la sulfatacién (Boat et 

al, 1978). Desafortunadamente, se conoce poco acerca de otras posibles funciones de la 

CFTR, ya que la mayoria de los estudios moleculares y electrofisiolégicos solamente se 

han basado en el andlisis de la proteina y en la funcion de la CFTR como un canal de 

cloro de baja conductancia. Por Jo tanto, aunque es posible clasificar a las mutaciones 

CFTR en cinco clases generales de acuerdo a la manera en que afectan la proteina (Fig. 

13) (Tabla 2), no se han podido dilucidar por completo las implicaciones funcionales en 

todos los casos (Welsh et al, 1993). Con base en lo anterior, las clases de mutaciones 

son las siguientes: 

CLASET: Mutaciones que afectan la biosintesis de la proteina. 

Se puede asumir que cerca de la mitad de las mutaciones en el gen FQ evitan la 

formacién de un polipéptido CFTR de tamafio normal. Entre estas mutaciones se 

encuentran: mutaciones sin sentido (18%), corrimiento del marco de lectura (22%), 0 

procesamiento aberrante del RNAm (8%). En el caso de varias mutaciones sin sentido y 

Mutaciones que generan un corrimiento en el marco de lectura, se ha observado una 

disminucién en ei nivel del transcrito del RNAm correspondiente; sin embargo, atin no 

esta claro si estos transcritos sintetizan polipéptidos (Hamosh et al, 1992a; Smith et al, 

1993; Will et a/, 1993; Will et al, 1995). 

CLASE IE: Mutaciones que afectan la maduracién de Ia proteina. 

Ya que fa biosintesis de la CFTR requiere pasos de maduracion complejos 

(Ward e7 al, 1994), no es dificil imaginar que algunas mutaciones en el gen FQ puedan  
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Figura 23. Clasificacién de las mutaciones causantes de la FQ, de acuerdo 

con su efecto en la proteina CFTR
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Tabla 2. Clases de mutaciones que causan FQ. 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

Clase Defecto Ejemplos Dominio Frecuencia % Estado 
proteico pancreatico 

i Sintesis G542X NBDI 3.4 iP 
proteica 

Ii | Procesamiento AI507 NBD1 0.5 IP 

AF508 NBD! 67.2 IP 

N1303K NBD2 18 IP 

os GS551D NBD1 2.4 IP IP 
Il Regulacién G1244E NBD? ~ 

GS5S51S NBD1 “+ SP 

$1255P NBD2 — SP 

te R117H TMI TM1 0.8 SP 
Iv Conduccién R334W 04 SP 

R347P TM1 0.5 SP 

Reduccién de P574H NBDI - SP 

Vv la sintesis 
proteica A455E NBD1 - SP           
  

Datos obtenidos en Welsh etal, 1995a 

IP. Insuficiencia pancreatica. 

SP. Suficiencia pancreatica 
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causar un bloqueo en el procesamiento de la proteina, y por Io tanto la ausencia de un 

canal CFTR en las membranas apicales de las células epiteliales. Un ejemplo de este 

mal procesamiento es la mutacién AF508. La proteina AF508 no Nega a la membrana de 

células epiteliales, dada su conformacién tridimensional anormal (Cheng et al, 1990; 

Gregory et ai 1991). Esta falla le impide obtener una conformacién madura resistente a 

proteasas, en un proceso dependiente de ATP en el reticulo endoplasmico (RE) por lo 

que es degradada rapidamente (vida media de 0.5 hrs) en un compartimento previo al 

aparato de Golgi (Lukacs et al, 1994; Thomas et al, 1992). 

Es interesante el hecho que la retencién de la proteina AFSO8 en un 

compartimento pre-Golgi es reversible a temperaturas subfisiolégicas (23°-30°C). Bajo 

estas condiciones, la proteina AF508 puede pasar de! RE al aparato de Golgi, ser 

glicosilada, y alcanzar fa membrana citoplasmatica (Denning et al, 1992}. Una vez en la 

membrana, la proteina mutante funciona adecuadamente como un canal de cloro 

(Dalemans et al, 1991; Denning ez al, 1992; Drumm et al, 1991). Ya que la mutacién 

AF508 esta presente en el 90% de los pacientes FQ (en forma homocigota o 

heterocigota), la ultima observacién provee posibles caminos para el tratamiento de 

pacientes con la AF508, intentando corregir la maduracién de la proteina. 

CLASE III: Mutaciones que afectan la regulacién del canal de cloro. 

Las proteinas mutantes de esta clase son aquellas que se encuentran 

completamente procesadas y correctamente localizadas en la membrana apical, pero no 

funcionan adecuadamente como un canal de cloro. El grado de alteracién puede variar 

desde una pérdida grave de la funcién (G551D), disminucién en la respuesta a la 

estimulacién por ATP (S1255P), hasta leve reduccién de Ja actividad del canal (G551S, 

G1244E y Gi349D) (Anderson er al, 1992; Drumm ef al, 1991). Los aminoacidos 

involucrados en algunas de las mutaciones de esta clase aparentemente coinciden con 

Jos aminoacidos involucrados en Ja unién de ATP (Hiestad er al, 1994). 

CLASE IV: Mutaciones que afectan Ja conductancia 0 la apertura de] canal de cloro.  
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Varias mutaciones localizadas en las regiones correspondientes a algunos de los 

segmentos TM de la proteina alteran la conductancia o la apertura del canal (Highsmith 

et al, 1994). Ejemplos de mutaciones de este grupo son: la R117H en Ia regi6n TMZ, Ia 

G314E en TMS, y la R334W y R347P en TM6. El grado de reduccién de la 

conductividad de algunas proteinas mutantes se ha estudiado in vitro. La regulacién de 

los canales de cloro mutantes clase 1V por fosforilacién dependiente de PKA y ATP 

intracelular parece ser normal. 

CLASE V: Mutaciones que causan reduccién en la sintesis de la proteina. 

Este grupo incluye mutaciones en el promotor que reducen la transcripcién y 

mutaciones puntuales que conducen a un splicing alternativo del transcrito o a 

substituciones de aminoacidos que causan una maduraci6n ineficiente de la proteina. El 

efecto final de todas estas mutaciones seria la disminucion de la sintesis y por lo tanto 

de la funci6n de Ia proteina. Actnalmente Ja mayoria de Jas mutaciones en e! gen FQ 

agrupadas en esta clase son aquellas que generan splicing alternativo (Highsmith e¢ al, 

1994; Strong et al, 1993). Ya que estos aletos pueden transcribir una pequefia cantidad 

de RNAm normal ademas del RNAm producto de un splicing aberrante, se espera que la 

consecuencia funcional sea leve. Varias mutaciones en sentido erréneo (como la P574H 

y A455E), generan productos con funcién residual puesto que han sido encontradas en 

pacientes con suficiencia pancreatica 0 con un cuadro clinico leve (Kristidis ef al, 1992). 

Estudios bioquimicos recientes muestran que estas proteinas mutantes son canales de 

cloro con regulacién y conduccién normal, sin embargo el procesamiento post- 

traduccional de las proteinas mutantes es ineficiente (Ostergaard et al, 1994). 

Correlacién genotipo-fenotipo 

El cuadro clinico de la FQ es muy heterogéneo. Dado el espectro de las 

consecuencias moleculares de Jas mutaciones, se ha intentado establecer una correlacion 

entre los diferentes genotipos y fenotipos. Aigunos estudios recientes han tratado de 

definir caracteristicas clinicas comunes en pacientes con un mismo genotipo (Cystic  
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Fibrosis Genotype-Phenotype Consortium, 1993; Hamosh et al, 1992b; Kerem et al, 

1990; Kristidis et al, 1992; Soshani et al, 1992). De todas las variables analizadas, 

solamente la funcién pancreatica presenté una correlacién directa con el genotipo 

(Kristidis e¢ ai, 1992). En general, los pacientes con insuficiencia pancreatica (IP) son 

hdmocigotos o heterocigotos compuestos para dos mutaciones graves (clase I, Hl, o IID), 

mientras que fos pacientes con suficiencia pancreatica (SP) presentan al menos una 

mutacién con funcién residual (clases IV 0 V) (Tabla 2) (Cleghorn et ai, 1985). Por otro 

lado, otros datos clinicos de FQ no se encuentran ligados a un genotipo en particular. 

El estudio de la correlacién genotipo-fenotipo puede abordarse en direccién 

opuesta, es decir, se pueden identificar pacientes con manifestaciones clinicas 

especificas y posteriormente examinar su genotipo. El ejemplo mas exitoso de este tipo 

es la ausencia bilateral de los vasos deferentes y la azoospermia obstructiva secundaria, 

una caracteristica clinica persistente entre pacientes masculinos con FQ (Kaplan et al, 

1968, Kerem ef al, 1994), Una condicién autosémica recesiva similar, pero sin 

manifestaciones aparentes de FQ ha sido denominada ausencia bilateral congénita de los 

vasos deferentes (CBAVD) (Anguiano ef al, 1992), Utilizando técnicas de biologia 

molecular se ha encontrado en el 50-64% de los pacientes CBAVD al menos una 

mutacién conocida en el gen CFTR; mientras que el 10% son portadores de dos 

mutaciones conocidas (Mercier et al, 1994; Osborne et al, 1994; Patrizio et al, 1993; 

Culard et al, 1994). 

Alta frecuencia de FQ en la poblacién caucdsica 

La elevada frecuencia de 1a mutacién AF508 puede explicar la incidencia de FQ 

en la poblacién caucdsica, ya que si no existiera esta mutacién, la FQ no seria 

significativamente mas frecuente que en otros grupos étnicos (Tsui L-C, 1990). Se han 

propuesto numerosas teorfas e hipdtesis para explicar este fendémeno. Algunas de estas 

son: alta tasa de mutacién (Goodman, 1952); miltiples loci (Shaap ef al, 1976) y deriva 

génica (Wright et al, 1968; Conneally et al, 1973). Se ha propuesto también, Ja 

existencia de alguna ventaja adaptativa en los heterocigotos AF508. Hasta la fecha se  
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han sugerido tas siguientes. ventajas adaptativas: fertilidad incrementada (Conneally et 

al, 1973; 1965; Knudson et al, 1967; Mayo et al, 1970; Pritchard et af, 1983; Ten kate, 

1977), compensacién reproductiva (Burdick, 1977; Edwards, 1977) y resistencia a 

algunas enfermedades letales (Meindl, 1987; Romeo e¢ al, 1989; Shier, 1979; Stuart er 

al, 1974; Super et al, 1979; Cassano, 1985; Crawfurd, 1972; Hollander, 1987). Varias 

de estas teorfas fueron propuestas antes de conocer la funcién de la proteina CFTR, por 

lo cual no estan cimentadas en una base experimental rigurosa. 

Mas recientemente, la disponibilidad de modelos animales para el estudio de las 

enfermedades ha permitido probar la hipétesis de la ventaja selectiva del heterocigoto 

en FQ. En un estudio reciente se comparé el efecto de la toxina del célera en la 

secrecién de liquidos y cloro mediada por la proteina CFTR, en las células de ratones 

heterocigotos y homocigotos para genes CFTR interrumpidos, asi como en animales 

controles (Gabriel, 1994). Los autores encontraron una reduccién en los niveles de 

secrecién de agua y cloruros en el intestino delgado de los ratones mutantes, 

proporcional a la dosis del gen defectuoso. Si el mismo mecanismo opera en los 

humanos, la ventaja del heterocigoto seria la de tener proteccién contra la pérdida letal 

de liquidos por el intestino, como resultado de las infecciones por !a bacteria del célera. 

De acuerdo a este trabajo, inicamente las mutaciones de tos tipos I y I pueden conferir 

ventajas adaptativas a los individuos heterocigotos. 

Una ventaja selectiva del 2% introducida hace 23 generaciones (en el siglo XVI), 

seria suficiente para explicar la frecuencia actual de la enfermedad (Knudson, 1967). Un 

punto débil sobre la teoria de proteccién contra el célera es la falta de registros de 

epidemias de esta enfermedad en Europa, hasta antes de su llegada al continente asidtico 

y su posterior dispersién en Rusia e Inglaterra entre los afios 1820-1830. Por otra parte, 

otras bacterias enterotdxicas (por ejemplo £. coli enterotéxica) también son capaces de 

provocar estimulacién por AMPc a través de mecanismos similares a la toxina del 

célera (Mann et al, 1997). Por ultimo, con base en anilisis extensos de haplotipos se ha 

propuesto fa posible existencia de algun factor extragénico que confiera esta ventaja 

selectiva (Cuppens et al, 1993; Macek et al, 1994; Morral et al, 1993).  
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JUSTIFICACION 

La FQ es la enfermedad autosémica recesiva mas frecuente en la poblacién 

caucdsica. Por otro lado, en los paises en desarrollo, la sintomatologia de esta 

enfermedad puede ser enmascarada con enfermedades frecuentes en nuestro medio 

(infecciones respiratorias, gastrointestinales y desnutricién), por lo que es posible que la 

FQ sea sub-diagnosticada en estos paises. En México se desconoce la frecuencia real de 

la FQ, asi_ como las mutaciones que la causan. El diagnéstico molecular permite una 

deteccién temprana, tratamiento oportuno, deteccién de portadores y el diagnéstico 

prenatal. Por lo tanto, es necesario conocer las mutaciones responsables de la FQ en 

México y desarrollar una estrategia para el diagnéstico molecular en pacientes 

mexicanos. 
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OBJETIVOS 

« Determinar la frecuencia de las mutaciones AF508, G542X, N1303K, AI507, 

S549N, 1924del7 y 2055del9—A en una muestra de pacientes mexicanos con 

fibrosis quistica. 

¢ Comparar las frecuencias obtenidas en este trabajo con Jas reportadas en otras 

poblaciones y analizar la distribucién geografica de estas mutaciones. 

* Establecer una estrategia para el estudio molecular de los pacientes mexicanos 

con fibrosis quistica. 
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MATERIAL Y METODO 

Poblacién objetivo 

Se incluyeron en el estudio 101 casos indice con diagnéstico de fibrosis 

quistica y sus familiares de primer grado. El diagndstico se establecié con base en la 

historia clinica y la determinacion de cloruros en sudor (mayor a 60 mEq/L). Los 

pacientes en quienes no se confirmo el diagnéstico de fibrosis quistica fueron 

excluidos del estudio. 

En este trabajo se realizd un tamizaje de las mutaciones: AF508, AI507, 
G542X, N1303K, S549N y dos mutaciones descritas por primera vez en Ja poblacién 

mexicana como la 1924del7 y 2055del9->A (Orozco et al, 1997). La estrategia 

empleada fue la biisqueda de dichas mutaciones por mutagénesis dirigida mediada por 

PCR 0 PSM (Diagrama de flujo). 

Extraccién de DNA 

El DNA se obtuvo a partir de linfocitos de sangre periférica, de acuerdo a los 

protocoles convencionales (Sombrook et af, 1989). 

Inicialmente se recolecté una muestra de 10-15 ml de sangre periférica de los 

pacientes y de sus familiares de primer grado en tubos de ensaye vacutainer con 

EDTA al 5%. Posteriormente se centrifugaron las muestras a 3,000 tpm durante 10 

min, de donde se obtienen tres fases: la fase inferior compuesta por eritrocitos, la fase 

intermedia formada por la capa de leucocitos y una fase superior compuesta por el 

plasma sanguineo. La capa de leucocitos se recolecté con una pipeta Pasteur y se 

mezclé con 6.0 ml de amortiguador para Ja lisis de eritrocitos (BLCR, Apéndice 1) en 

un tubo de ensaye de 15 ml limpio. La mezcla se agité suavemente y se centrifugé a 

3,000 rpm durante 10 min. E1 sobrenadante se elimind, permaneciendo en el fondo del  
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DIAGRAMA DE FLUJO 
  

Seleccién de la poblacién de estudio 

: 
Toma de sangre periférica 

| 
Extraccién y purificacién de DNA a partir de linfocitos periféricos 

! 
Mutagénesis dirigida de tas muestras mediada por PCR 

! 
Digestién de los fragmentos obtenidos con las enzimas de restriccion especificas 

! 
Analisis de resultados 
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tubo el bot6n de leucocitos. Se agregé nuevamente la misma cantidad de BLCR para 

eliminar los eritrocitos restantes; los tubos se agitaron hasta resuspender el botdn, y 

posteriormente se centrifugaron a 3,000 rpm durante 10 min. Este paso se repitid 3 

veces, hasta eliminar toda la hemoglobina de las muestras. E] botén de leucocitos se 

tesuspendié en 666 i! de BLCR y posteriormente se le agreg6 a cada muestra 3 mi de 

un amortiguador para lisar las células blancas (BLCB, Apéndice 1). Se dejé incubar 

toda la noche a 42°C para completar la hidrélisis de las células. 

Purificacién de DNA 

E] proceso de purificacién se realizd en tres pasos: 1) se agregé un volumen de 

fenol igual al volumen de! hidrolizado obtenido en el paso anterior. Las muestras se 

agitaron durante 10 min, y posteriormente se centrifugaron a 3,000 rpm durante 10 

min. Después de la centrifugacién se forman tres fases, una fase inferior de fenot 

saturado y amortiguador para lisis de leucocitos, una interfase compuesta por restos 

celulares (principalmente lipidos y proteinas) y una fase superior, donde se encuentra 

el DNA en solucién acuosa. Esta iltima fase se pasé a un tubo limpio y el 

procedimiento se repitié una vez més. 2) Posteriormente se agregé fenol-cloroformo 

volumen a volumen (1:1), repitiendo este procedimiento dos veces. El cloroformo se 

utilizé para arrastrar el fenol que pudiese haber quedado en Ia solucién de DNA. 3) En 

el ultimo paso se utilizé cloroformo-isoamilico 24:1 (Apéndice 1) para arrastrar los 

restos de fenol que pudieran haber quedado en la solucién acuosa, 

Precipitacién 

Para Ja precipitacién del DNA, la fase acuosa obtenida del procedimiento 

anterior se transfirié a un tubo limpio y se le agregaron 60 pl de NaCl 1M y dos 

volumenes de etanol absoluto a -20 °C. Los tubos se agitaron suavemente hasta que 

las hebras de DNA se hicieron evidentes. E] DNA se extrajo de ia solucién con una 

pipeta Pasteur con la punta previamente sellada. Después, el DNA se lavé con etanol 
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al 70% a -20 °C y se dejé secar a temperatura ambiente, para posteriormente ser 

resuspendido en TE 1X. 

Cuantificacién del DNA 

Después de la extraccién del DNA se determiné la concentracién de cada 

muestra y se eva]ud su integridad. La concentracién del DNA se determiné en un 

espectrofotémetro a una longitud de onda (A) de 260 nm, y se calculé utilizando la 

siguiente formula: 

{DNA] (ng/p!) = (D.O. a 260 nm) (dilucién) (factor) 

En donde: 

D.O.: densidad dptica. 

Dilucién utilizada: 1:250 

Factor: 0.05 

Posteriormente, se analizé la misma muestra a una D.O. de 240 y 280 nm, para 

determinar 1a presencia de contaminantes como fenol y proteinas respectivamente. La 

telacién de contaminantes presentes en las muestras se calculé con la siguiente 

formula: 

[fenol] = D.0.249/D.0.260 

[proteinas] = D.O.2g9/D.0.260 

Un resultado mayor de 1.6 significa baja concentracién de estos 

contaminantes, mientras que un resultado menor a 1.6, sefiala que la cantidad de 

proteinas y fenol es alta, pudiendo interferir en el procesamiento de las muestras 

(Sombrook et al, 1989). 

Para evaluar la integridad del DNA se corrieron 2 1! de la solucién de DNA en 

un gel de agarosa al 0.7-0.8%, al cual se le agreg6 bromuro de etidio. La electroforesis  
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se Ilevé al cabo durante 45 min a 85 V. Posteriormente, el gel de agarosa se colocé 

sobre un transiluminador de rayos ultravioleta para observar el DNA. El patrén 

6ptimo de DNA es una banda fluorescente gruesa y bien definida (fig. 14). 

REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR) 

Se realizo la bisqueda dirigida de cinco mutaciones del gen FQ previamente 

descritas, asi como la de dos mutaciones caracterizadas en nuestro laboratorio (Orozco 

et al, 1997). De las primeras cinco mutaciones, la AF508, G542X y N1303K fueron 

seleccionadas por ser las mutaciones mas frecuentes en la poblacién mundial 

(Consorcio Internacional de Fibrosis Quistica, 1994), Las mutaciones AI5S07 y S549N, 

a pesar de su baja frecuencia en la poblacién mundial, fueron encontradas en por lo 

menos un paciente mexicano al inicio del trabajo, por lo que se incluyeron en el 

programa de tamizaje de mutaciones en nuestra poblacién con FQ. Por otro Jado Jas 

mutaciones 1924del? y 2055del9—>A, fueron caracterizadas en pacientes mexicanos, 

por lo que se buscaron en todos los pacientes para determinar su frecuencia. Las 

caracteristicas de las mutaciones se describen en Ia tabla 3. 

Para amplificar ef DNA gendmico se mezclaron los reactivos sefialados en la 

tabla 4 en el orden indicado y se sometieron al proceso de amplificacién en un 

termociclador (Perkin Elmer Gene Amp 9600) con el siguiente programa: 

desnaturalizacién inicial a 94 °C por 2 min, seguido de 30 ciclos de desnaturalizacion 

a 94 °C por 20 seg, alineacién a 55 °C por 20 seg y extensién a 72 °C por 30 seg. Para 

la extension final se desnaturalizé a 94 °C por 12 Seg, con alineacién a 60 °C por 20 

seg y extensién por 7 min. Por ultimo, el termociclador se mantuvo a 4 °C en una 

etapa de almacenamiento. 

Las muestras siempre fueron analizadas con un control positive y un control 

negativo. E} control positivo consistié en una muestra conocida en la que previamente 

se habia identificado la mutacién a estudiar. De esta manera, el contro! positive fue 

diferente para cada una de Jas mutaciones. El control negativo contenfa todos los 

reactivos necesarios para la amplificacién, a excepcién del templado de DNA. El  
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Figura. 14. Integridad de las muestras de DNA analizadas por 

electroforesis en agarosa al 0.8%, Carril 1: Marcador de pesos moleculares, 

MHindIH; Carriles 2-6: DNA gendmico de pacientes FQ. 

  

 



Tabla 3. Caracteristicas de las mutaciones analizadas en este trabajo. 
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Mutacion Localizacién Cambio de Dominio Consecuencia 

(exén) Nucledtido proteico 

Delecion de 3 pb Delecién de 
AFS08 10 entre 1652 y NBD1 fenilalanina 508 

1655 

Gly >Codén de 
G542X ui GoT enla NBDI terminacién en el posicién 1756 

aa 542 

C>Genla Asn-—Lys en el 1 NBD2 N1303K 2 posicion 4041 aa 1303. 

Delecién de 3 pb Delecié 1 elecién de una AI507 10 entre 1648 y NBD Tle 506 0 Ile $07 
1651 

GA enla Ser—Asn en el 1 NBD1 S549N } posicion 1778 aa 549 

Delecién de 7 pb sae 
es Corrimiento del «oe D R 1924del? 13 entre la posicién jorninio marco de lectura 

1924 y la 1930 

Delecion de 9 pb 
en la posicién _: Corrimiento del 2055del9—>A 13 2055 con la Dominio R marco de lectura 

insercién de una 

A           

Welsh er al, 1995a 

  

 



Tabla 4. Condiciones de PCR. 
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Reactivo Volumen {Stock} [Final] 

H,O 35.25 yl 

Buffer Taq Sul 10X 1X 

ATGC 0.5 pl 10 mM imM 

Primer F 2 pl 100 ng/ul 3.5 ng/pt 

Primer R 2 pl 100 ng/pl 3.5 ng/pl 

Taq polimerasa 0.25 pl 10U 0.12 U/ul 

MgCl, 4p 2mM 4mM 

DNA 1 pg/ml - _ 
  

Volumen final     50 pl         
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control negative nos permitié determinar que los productos amplificados por PCR, 

fueron resultado de ta muestra de DNA utilizada, y no de contaminantes en la 

solucién de amplificacién. 

Una vez concluido el proceso de amplificacién por PCR, se analizaron los 

productos obtenidos en geles de agarosa. Se corrieron 5 pI del amplificado mas 2 yl 

de amortiguador de corrida en un gel de agarosa al 2.5%, tefiido con bromuro de 

etidio a 85 V durante 45 min. Se utilizaron como marcadores de pesos moleculares el 

"Ladder", $X174 y d-Hind II. Posteriormente, las bandas de DNA de los 

amplificados se visualizaron en un transiluminador de rayos ultravioleta, Con ayuda 

del marcador de pesos se determiné el tamafio de los productos amplificados. 

Mutagénesis dirigida mediada por PCR 

La técnica de mutagénesis dirigida mediada por PCR se utilizé para detectar 

las mutaciones AF508, G542X, N1303K y AI507. 

Se introdujo una mutacién puntual en la secuencia amplificada a través de un 

oligonuctedtido iniciador, en e] cual se generé un cambio de una sola base, que crea o 

elimina un sitio de restriccién en las secuencias amplificadas ya sea en el alelo 

mutado 0 en el silvestre. De esta manera, las mutaciones se distinguen en un gel de 

poliacrilamida después de haber digerido los amplificados con las enzimas de 

restriccién especfficas. La secuencia de los oligonucledtidos utilizados para la 

amplificacién, 1a mutacién introducida y el tamafio de los fragmentos resultantes se 

ilustran en la tabla 5. Las enzimas de restriccién para cada mutacién, asi como fos 

fragmentos obtenidos de los cortes se muestran en Ia tabla 6. En Ja tabla 7 se ilustra la 

manera en que se detecté la mutacién AF508 utilizando esta técnica. 

Se buscaron estas mutaciones en todos los casos indice, y en los familiares de 

primer grado de los pacientes en los que se encontré alguna de ellas. 

Para la deteccién de la mutacién SS49N que destruye un sitio de restriccién 

natural para la enzima Ddel en el ex6n 11, no fue necesario realizar la técnica de  
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Tabla 5. Secuencias de los oligonucleétidos utilizados para la busqueda de las diferentes 

  

  

  

  

  

  

        

mutaciones analizadas. 

Mutacion Exén ampliteeine b) Oligonucleétidos 
P 

*F: GCACCATTAAAGAAAATATGAT 

AF508 1 0 2 1 9 R: CATTCACAGTAGCTTACCCA 

E:GCAACTGTGGTTAAAGCAATAGTGT 
G542xX 180 *R: CACTCAGIGTGATICCACCTTCAC 

F:GAAATATTITACAATACAATAAGGG 
N 1 3 03K 2 1 1 44 *R: CICCACTGTTCATAGGGATCTAA 

*F:GCCTGGCACCATTAAAGAAAAGATC 

41507 1 0 1 8 1 R: CTAACCGATIGAATATGGAGCC 

F:CAACTGTGGTTAAAGCAATAGTGT 

s S49N ! ! 425 R:GCACAGATICTGAGTAACCATAAT 

1924del9 y B 528 F: TCGTAAAATACGAGACATATTGCA 
2055del9 3A R:ATCTGGTACTAAGGACAG   
  

* oligonucledétido que introduce cambio de base. La base cambiada se encuentra 
subrayada. 
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Tabla 6. Busqueda dirigida de mutaciones def gen FQ por PSM y PCR simple. 

  

  

  

  

  

  

  

    

Mutaciones Enzimas Alelo cortado | Fragmentos restringidos (pb) 

AF508* Mbol Silvestre 202 + 17 

G542x* Hpht Silvestre 168 + 12 

N1303K* Ddel Silvestre 123 +21 

AIS07* Bglll Mutado {57+ 24 

S549N Ddel Silvestre 238, 174+ 13 

1924del7 Mael Silvestre 276 + 233 

2055del9A Alul Silvestre 359 + 101       
  

* mutaciones buscadas por PSM. Las tres restantes se analizaron por PCR simple. 
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Tabla 7. Deteccién de la mutacién AF508 por mutagenesis dirigida mediada por PCR. 

  

Normal AF508 
  Alelo TATCATICTITG TATCATTG 

  

Mutagénesis dirigida TATGAT(CTT)TG TATGATTG 

  

    
Sitio de restriccién GATC (Mbol) GATT 

Tamatio de los fragmentos (pb) 202 +17 219         

La flecha sefiala el sito donde se introduce la mutacién puntual por medio de 
Mmutagénesis dirigida. Los paréntesis denotan el triplete de bases deletado en esta 
mutacin. Las cuatro bases subrayadas sefialan el sitio de restriccién de la enzima Mbol. 
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mutagénesis dirigida, por lo que sélo se amplificé el fragmento donde se encuentra 

localizada esta mutacién, y se corté con la enzima especifica (tabla 6). 

Digestion de los framentos amplificados 

Una vez obtenidos los amplificados, estos fueron digeridos con ta enzima 

apropiada durante toda la noche a 37 °C, junto con un control positivo bajo las 

siguientes condiciones: 

Buffer 1X 

Enzima 4U 

Amplificado 10 pl 

volumen final 25 1 

Posteriormente, el volumen completo de la solucién de restriccién de cada 

muestra se analiz6 por electroforesis en un gel de poliaerilamida al 10% (apéndice 1), 

utilizando el marcador ladder, o el 6X174 y el W/Hind II como marcadores de pesos 

moleculares. El gel se corrié a 85 V durante 2.5 hrs. En el caso de la mutacién 

G542X, cuya diferencia en el mimero de pares de bases entre los fragmentos cortados 

y los no cortados es de sélo 12 pb, las muestras se corrieron en un gel al 15% para 

obtener una mayor definicién y separacidn de los fragmentos. 

EI gel fue tefiido con una solucién de bromuro de etidio, y se observé en un 

transiluminador de rayos ultravioleta donde fue fotografiado. 

Para el analisis de las mutaciones 1924del7 y 2055del9->A se amplificé el 

exén 13 a partir del DNA genémico de pacientes con al menos un alelo sin 

identificar, utilizando los primers mostrados en la tabla 5 y bajo las condiciones ya 

descritas. Los productos amplificados se corrieron en geles de poliacrilamida al 7.5% 

a 100 V durante 60 min, para la identificacién de heteroduplex en los pacientes 

heterocigotos compuestos y en los familiares portadores.  
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Anilisis estadistico ! 

Se calculé 1a frecuencia de las mutaciones en los cromosomas de los pacientes 

incluidos en este estudio y se compararon con las reportadas en otras poblaciones, 

atilizando la prueba de X?. 
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RESULTADOS. 

Anilisis de las mutaciones del gen FQ 

EI anilisis incluyé a los casos indice y a sus familiares de primer grado. En todos 

los casos las mutaciones encontradas en los pacientes fueron corroboradas al encontrarlas 

en sus padres, y se buscaron dirigidamente en sus hermanos para detectar portadores y 

brindar asesoramiento genético. 

AF508 

Se detectaron 19 pacientes homocigotos AF508 y 36 heterocigotos compuestos 

AF508. En la figura 15 se muestra el andlisis molecular por PSM para la mutacién AF508 

en una familia donde el caso indice es un homocigoto AF508. E] fragmento amplificado 

es de 219 pb. En el amplificado del alelo normal se forma un sitio de restriccién para la 

enzima Mbol y al ser digerido es cortado en dos fragmentos de 202 y 17 pb. De esta 

manera, un homocigoto normal o un paciente con mutaciones diferentes a la AF508 

muestran una sola banda de 202 pb, ya que el segundo fragmento es demasiado pequefio 

para ser retenido por el gel (Fig.15, carril 5). En cambio, tos pacientes homocigotos 

AF508 muestran una sola banda de 219 pb (Fig.15, carril 2); y los heterocigotos 

(portadores AF508 clinicamente sanos 0 pacientes heterocigotos compuestos) presentan 

tres bandas: la de 202 y 219 pb correspondientes al alelo normal y al mutado, mas una 

tercer banda resultante de la formacién de un heteroduplex, que es un tercer indicador de 

heterocigocidad (Fig.15, carriles 3 y 4). 

  porn:
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Figura 15. Analisis de la mutacién AF5S08 por PSM. A)Arbol genealdgico 
de un paciente homocigoto AFS08. La flecha sefiala ef caso indice. B) 
Electroforesis de la digestion de los fragmentos amplificados para el andlisis 
de la mutacin AF508. Carril 1: marcador de pesos moleculares $X174; carril 
2: caso indice AF508/AF508; carril 3: padre portador AF508/n; cari] 4: madre 
portadora AF508/n; carril 5: hermano normal n/n. n= alelo normal.  
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G542X 
  

En la figura 16 se presenta el andlisis molecular de una familia en donde el caso 

indice es un homocigoto G542X. El fragmento amplificado con los iniciadores 

especificos para el andlisis de esta mutacién es de 180 pb. En ej alelo normal se forma un 

sitio de restriccién para la enzima Hphl, que al ser digerido da lugar a dos fragmentos, 

uno largo de 168 pb y otro corto de 12 pb. Por consiguiente, los homocigotos normales 

muestran una sola banda de 168 pb (el fragmento corto no puede ser retenido por el gel) 

(Fig.16, carril 7); mientras que los pacientes homocigotos G542X presentan la banda de 

180 pb del producto amplificado (Fig.16 carriles 2 y 6). En los portadores sanos se 

observa el alelo mutado (180 pb) y el alelo normal (168 pb) (Fig.16, carriles 3-5). Se 

encontraron \inicamente dos pacientes homocigotos y nueve heterocigotos compuestos: 

cuatro pacientes fueron G542X/AF508, uno G542X/S549N y cuatro mas G542X/X. 

N1303K 

El tamafio del fragmento amplificado con los primers especfficos para esta 

mutacién es de 144 pb. También en este caso el alelo normal es el blanco de una enzima 

de restriccién especifica (Ddel), siendo cortado en fragmentos de 123 y 21 pb. Por lo 

tanto, el alelo mutado permanece intacto después de Ia digestién con Ddel. En la figura 

17 se muestran dos pacientes con mutaciones diferentes a la N1303K, tos cuales 

unicamente presentan una banda de 123 pb (carriles 3 y 5), y dos pacientes heterocigotes 

compuestos que presentan dos bandas, una de 144 pb y otra de 123 pb, los cuales 

Tepresentan a los alelos mutado y normal respectivamente (carriles 2 y 4). En las muestras 

de pacientes analizadas, no se detectaron pacientes homocigotos para esta mutacidn. Sin 

embargo, se encontraron tres heterocigotos compuestos: dos pacientes N1303K/AF508 y 

uno con una mutacién atin no caracterizada en el otro alelo.  
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Figura 16. Analisis de la mutacion G542X por PSM. A) Arbol genealdgico 

de un paciente hemocigoto G542X. La flecha sefiala el caso indice. B) 
Electroforesis de la digestién de los fragmentos amplificados para el andlisis 

de la mutacion G542X. Carril 1: marcador de pesos moleculares @X174: carri! 
2: control homocigoto G542X/GS42X: carril 3: hermana portadora sana 

G542X/n: carril 4: padre portader G542X/n: carril 5: madre portadora 

GS42X/n: carril 6: caso indice GS42X/G542X: carril 7: control normal n 

alelo normal  
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Figura 17. Analisis de la mutacién N1303K por PSM. Carril 1: marcador de 

pesos moleculares Ladder: carr} 2: control heterocigoto conocido N1303K/X: 
carriles 3 y 5: pacientes con mutaciones diferentes a la N1303K; carril 4: 

paciente heterocigoto compuesto N1303K/AF508.  
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AIS07 

La figura 18 muestra el andlisis de la mutacién AISO7 en la familia de un paciente 

heterocigoto compuesto AF508/AI507. E] andlisis de esta mutacién representa un 

problema de diagnéstico especial. E) alelo AI507 no puede ser amplificado cuando se 

utilizan los oligonuclestidos especificos para la AF508, debido a que la delecién de 3 pb 

del alelo AI507 es aledafia al sitio donde dicho oligonucleétido cambia de base. Por lo 

tanto, el oligonucleétido AF508 y el alelo AI507 no se aparean. De esta manera, un 

heterocigoto compuesto AF508/AI507 aparece con un patron electroforético idéntico al 

homocigoto AF508 (Fig. 18B, carril II-1), y los individuos AI507/X y AISO7/N {portador} 

aparecen como normales (Fig. 18B, carriles 11-2 y I-2). Por esta razon, se buscd 

dirigidamente la mutacién AI507 en todos los pacientes con patrén electroforético normal 

para AF508 y en aquellos enfermos con un patron electroforético de homocigotos para 

AF508 pero normal en alguno de sus padres, 

Al amplificar la mutacién AI507 por PSM, se forma un sitio de restriccion para la 

enzima Bglll en el alelo mutado. El producto amplificado es un fragmento de 181 pb que 

es cortado por Bglll en dos fragmentos, uno de 157 pb y otro de 24 pb que no se observa 

en eJ gel. Por lo tanto, un homocigoto normal muestra wna banda de 181 pb 

correspondiente al amplificado sin cortar (Fig.18C, carriles CN y lI-2); mientras que un 

paciente homocigoto AISO7 presentaria una banda de 157 pb, como consecuencia del 

corte de Ja enzima. Los portadores sanos para esta mutacién también mostraron la 

formacion de heteroduplex (Fig.18C, carriles I-2 y CP). Por otro lado, en los 

heterocigotos compuestos AIS07/AF508 no se forméd el heteroduplex debido a que las 

cadenas sencillas de los alelos AI507 y AF508 no se aparean a consecuencia de la 

presencia de 6 pb no complementarias entre sf, como resultado de las deleciones de tres 

pb aledafias que presenta cada alelo (Fig.18C, carriles 2 y 6). Los portadores sanos de Ja 

mutacién AF508 y los pacientes heterocigotos compuestos con un alelo AF508 y otro 

alelo no-AI507, presentan una banda de 181 pb y Ja formacién de un heteroduplex (Fig.
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Figura 18. Analisis de la mutacién AI507 por PSM. A)Arbol genealégico de 

un paciente heterocigoto compuesto AF508/A1507. La flecha sefiala el caso 

indice. B) Electroforesis de la digestion de Jos fragmentos amplificados para ec} 

analisis de fa mutacién AF508. 1: marcador de pesos moleculares 6X174; 11-2: 
hermana sana n/n: 1-2: madre portadora 41507/n; 1-1: padre portador AF508/n: 

Il-l: caso indice AF508/AI507. C) Electroforesis de la digestion de los 

fragmentos amplificados para el analisis de la mutacién AISO7. CN: control 
normal, H-1: caso indice AFS08/AI507; I-1: padre portador AFSO8/n: H-2: 

hermana sana n/n: 1-2: madre portadora AISO7/n: CH: control heterocigoto 
compuesto AF508/A1507; CP: control portador A1507/n. n=alelo normal  
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18C, carril I-1).Esta mutacion se detecté en 3 pacientes heterocigotos compuestos 

AIS07/AF508, y un paciente AIS07/X, no se encontraron homocigotos AIS07/AI507, 

S549N 
  

Para el analisis de esta mutacién se obtuvo un amplificado de 425 pb, que 

corresponde al exén 11 completo. En este exén se encuentran dos sitios de restriccién 

naturales para la enzima Ddel. Uno de estos sitios es destruido por la presencia de la 

mutacién S549N. De esta forma, la digestién de un alelo normal con la enzima Ddel 

produce 3 fragmentos de los siguientes tamafios: 238 pb, 174 pb y 13 pb. De estos 

fragmentos, s6lo los dos primeros fueron visibles en geles de poliacrilamida (Fig.19, 

carriles 5, 9 y 10). Por otro lado, los alelos S549N digeridos con la enzima especifica 

producen sdlo dos fragmentos de 412 y de 13 pb, observandose en un gel de 

poliacrilamida tnicamente la banda de 412 pb. En Jos pacientes heterocigotos compuestos 

y portadores sanos para esta mutacién se observaron 3 bandas; una de 412 pb 

correspondiente al alelo mutado, y dos mas de 238 y 174 pb correspondientes al corte del 

alelo normal (Fig.19 carriles 2-4 y 6-8), Esta mutacion se encontré en sélo un paciente 

con el genotipo S549N/G542X y en su prima hermana con el genotipo SS49N/X. 

1924del7 y 2055del9 A 

La busqueda de estas mutaciones se realizé a través de analisis por heteroduplex, 

para fo cual se amplificé la totalidad del exén donde se encuentran codificadas, el exon 

13. La amplificacién de esta secuencia de DNA, produjo un fragmento de 510 pb. Puesto 

que estas mutaciones son deleciones de 7 y 9 pb, la amplificacién del exon 13 en 

pacientes heterocigotos compuestos, provocé Ja formacién de estructuras heteroduplex 

que fueron visibles en un gel de poliacrilamida. Como se puede apreciar en Jas figuras 20 

y 21, los heterodiplex formados por cada una de estas mutaciones mostraron un patron  
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Figura 19. Analisis de la mutacién SS49N por PCR simple y digestién. A) 
Arbol genealdgico de dos pacientes compuestos $549N/G542X. Las flechas 
sefialan el caso indice. B) Electroforesis de la digestion de los fragmentos 
amplificados para el andlisis de la mutacién S549N. Famila J, carriles 2-6; 
familia 2, carriles 7-10. Carril 1: marcador de pesos moleculares $X174. 
Familia I, carril 2: caso indice heterocigoto compuesto SS49N/X; carriles 3 ¥ 
4: hermanos afectados del paciente S549N/X; carril 5: padre del paciente X/n; 
carril 6: madre del paciente S549N/n. Familia II, carril 7: caso indice 
heterocigoto compuesto $549N/G542X; carril 8: madre del paciente SS49N/n; 
carril 9: hermano sano n/n; carril 10: padre del paciente G542X/n. n= alelo 
normal, X= cualquier mutacién diferente a la S549N. El patron electroforético 
de las dos familias son idénticos debido a que solo se buscé a Ja mutacién 
S549N.  
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Figura 20. Andlisis de ta mutacién 1924del7 por heteroduplex. A) Arbol 
genealégico de un paciente heterocigoto compuesto 1924del7/AF508. La 
flecha sefiala el caso indice. B) Electroforesis de los fragmentos amplificados 
para el andlisis de la mutacién 1924del7. Carril I: marcador de pesos 
moleculares )/Hind}HJ; carril 2: caso indice 1924de]7/AF508; carri} 3: madre 
portadora 1924del7/n; carril 4: padre portador AF508/n; carril 5: hermana 
portadora AFS08/n; carril 6: control normal. n= alelo normal; Ht= 
heterodiplex; Hm= homoduplex  
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Figura 21. Analisis por heteroduplex de la mutacién 205Sdel 9A . A) 

Arbo! genealégico de un paciente heterocigoto compuesto 2055del9—-»A, La 

flecha sefiala el caso indice. B) Carri! 1: marcador de pesos moleculares 

d/Hind Hf: carril 2: caso indice 2055del9—>A/X: carri} 3: madre postadora X/n- 

carril 4: padre portador 2055del9>A/n: carril $: hermana sana 

2055del9—A/n: carril 6: control normal. n= alelo normal: X= cualquier otra 

mutacién diferente a la 2055del9 >A  
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diferente y caracteristico en el corrimiento electroforético. La mutacién 1924del7 fue 

detectada en un paciente heterocigoto compuesto 1924del7/AFS08, mientras que la 

mutacién 2055del9-»A se encontrd en dos pacientes heterocigotos compuestos no 

emparentados: uno AF508/2055del9—A y otra 2055del9-A/X. 

Frecuencias de las mutaciones del gen FQ en la poblacién Mexicana 

En la tabla 8 se puede observar la frecuencia de cada una de las mutaciones 

analizadas, La mutacion més frecuente fue la AF508, que se encontré en el 36.63% de los 

cromosomas analizados, seguida por la G542X encontrada en el 6.56% de los 

cromosomas FQ. La AI507 y la N1303K fueron detectadas en cerca del 2% de los 

cromosomas analizados y la S549N en solo el 0.62%. La deteccién de la mutacién AF508 

como la mas frecuente en Ja poblacién mexicana y de la G542X como Ita segunda mas 

frecuente, concuerda con lo reportado por ef Consorcio Internacional de la Fibrosis 

Quistica a nivel mundial (1994). Sin embargo, el haber encontrado a la mutacién AI507 

como la tercera mas frecuente en nuestra poblacién, no concuerda con lo encontrado en 

trabajos realizados a nivel mundial (Consorcio Internacional de la Fibrosis Quistica, 

1994), donde se reporta a la N1303K, G55ID y RS53X entre las mas frecuentes, y se 

considera a la AI507 como una mutacién rara. Finalmente, la S5S49N fue menos frecuente 

que las mutaciones mencionadas anteriormente, lo cual concuerda con lo reportado en la 

literatura, en donde esta situada entre las mutaciones con menor frecuencia en e! mundo. 

Las mutaciones 205Sdel9-A y 1924del7 se presentaron en 2 y | cromosomas 

respectivamente de 118 analizados, encontréndose una frecuencia de 1.69% para la 

primera y 0.85% para la segunda. 

En la tabla 9 se comparan las frecuencias encontradas en este trabajo con las 

reportadas a nivel mundial. En México, la frecuencia de la mutacin AF508 es 

significativamente menor (36.63%) que la reportada a nivel mundial (67.1%), mientras
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Tabla 8. Frecuencia de las mutaciones AF508, G542X, N1303K, AI507, S549N, 
1924del7 y 2055del9-+A en pacientes mexicanos con FQ. 

  

  

  

  

  

  

  

    

Mutacién Total de cromosomas No. cromosomas afectados | Frecuencia anatizados 

AF508 202 74 36.63 % 

G542X 202 13 6.56 % 

N1303K 202 3 1.48% 

AISO7 180 3 1.66% 

S549N 160 1 0.62% 

1924del7 118 1 0.85% 

2055del9->A 118 2 1.69%           
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que las mutaciones G542X y AI507 (6.56% y 2% respectivamente), fueron 

significativamente mas frecuentes que en otras poblaciones (3.44% y 0.6% 

respectivamente) (Consorcio Intemacional de la Fibrosis Quistica, 1994). Por otro lado, la 

frecuencia de las otras mutaciones no presentaron diferencias significativas con las 

reportadas a nivel mundial.
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DISCUSION 

La frecuencia de la fibrosis quistica en la poblacién caucdsica es alta, 1 en 

2,000-3,000 nacidos vivos (Dodge et al, 1993). En México se desconoce la frecuencia 

real de la enfermedad. La prueba de cloruros en sudor es hasta el momento Ja mejor 

prueba diagnéstica para la FQ, sin embargo, existen pacientes que presentan cloruros 

en sudor en el limite entre lo normal y lo anormal. Ademas, si la prueba se realiza 

antes de los seis meses de edad no es confiable (Welsh e¢ al, 1995a) y no es util para 

la deteccién de portadores. 

El diagnéstico molecular permite detectar con certeza Jas mutaciones del gen 

FQ, ratifica el diagndéstico de FQ inicial y permite a través de Ja deteccién de 

mutaciones graves o leves, establecer un prondstico de la enfermedad. Ademas, el 

conocimiento de las mutaciones responsables de la FQ en una familia permite realizar 

un diagnéstico prenatal certero, o bien un diagnéstico temprano de la enfermedad, con 

lo cual se puede ofrecer un tratamiento oportuno. Una de las ventajas mas importantes 

de este método es la deteccién de portadores sanos. Esto es de vital importancia para 

proporcionar un asesoramiento genético adecuado a los familiares de un paciente con 

FQ, de tal forma que un portador conozca las probabilidades de tener un nifio 

enfermo. 

Actualmente se han descrito mas de 750 mutaciones en el gen de la FQ en todo 

el mundo (Consorcio Internacional de la Fibrosis Quistica, 1994). La mayoria de estas 

mutaciones son raras, muchas de ellas tienen una frecuencia menor al 1% (Dodge et 

al, 1993). La frecuencia de las distintas mutaciones del gen FQ varia ampliamente en 

diferentes grupos étnicos, En poblaciones con alto grado de mestizaje Ja diversidad de 

mutaciones es muy alta, mientras que en aquellas poblaciones con poco mestizaje o de 

cardcter endogaémico Ia diversidad de mutaciones es menor (Tsiu L-C, 1992).
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Asi por ejemplo, en poblaciones de judios ashkenazi de Israel y en caucdsicos 

en Estados Unidos, al buscar dirigidamente un panel de cinco a nueve mutaciones en 

pacientes con FQ, se puede caracterizar el 96% y el 80% de los cromosomas FQ 

respectivamente (Welsh et al, 1995a). Por el contrario, en México donde ha ocurrido 

un gran mestizaje entre diferentes razas, al usar un panel de siete mutaciones, fue 

posible caracterizar tan sdlo el 47% de los cromosomas analizados. En contraste, en Ja 

poblacién Hutterita en Canada, al buscar dirigidamente solo dos mutaciones (AFSO8 y 

M1101K) se pueden caracterizar el 100% de los cromosomas FQ {Zielinsky et al, 

1993), mientras que en un caso extremo de homogeneidad genética, como es el 

presentado en las Islas Faroe todos los pacientes diagnosticados con FQ han sido 

homocigotos AF508 (Schwarts et al, 1995). 

Pareciera que el paso légico a seguir para poder caracterizar un mayor numero 

de cromosomas FQ, fuera el aumentar ef mimero de mutaciones buscadas 

dirigidamente. Sin embargo, esto no mejora la eficiencia del tamizaje, debido a que se 

necesita un gran mimero de mutaciones para poder caracterizar unicamente unos 

cuantos cromosomas mids (fig. 22), ya que la mayorja de las mutaciones del gen FQ 

son raras y presentan una frecuencia menor al 1% (Welsh et al, 1995a). Por otro lado, 

probablemente muchas de las mutaciones presentes en México no han sido 

identificadas todavia. Esta situacién se demuestra claramente con la caracterizacion de 

dos mutaciones nuevas en ja poblacién mexicana por Orozco y colaboradores (1997). 

A raiz de la elaboracién de este trabajo se desprende una estrategia para la 

deteccién y andlisis de las mutaciones de esta enfermedad presentes en nuestra 

poblacién (Fig. 23). Esta estrategia consiste en la utilizacién de manera combinada de 

las técnicas de mutagénesis dirigida y restriccién de muestras amplificadas por PCR 

para buscar dirigidamente las mutaciones mas frecuentes en nuestra poblacién, y 

posteriormente la utilizacion de SSCP y secuenciacion para la caracterizacién de 

nuevas mutaciones. Inicialmente, todas las muestras de pacientes con FQ son 

analizadas ya sea por mutagénesis dirigida o por restriccién de fragmentos 

amplificados por PCR segiin sea el caso, para buscar las mutaciones mas frecuentes en
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Figura 22. Porcentaje acumulativo de cromosomas FQ buscando 24 diferentes 

mutaciones en la poblacién europea y en judios Ashkenazi. Tambi{en se muestra el 

porcentaje de los cramosomas analizados en este trabajo.
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Pacientes FQ 

Positivo = PCR, PSM > Negativo 

Analisis por SSCP 

Secuenciacién 

Analisis de familiares 
en primer grado y 

= consejo genético       

Figura 23. Algoritmo diagnéstico propuesto para detectar el 100% de las 
mutaciones del gen FQ en la pobtacién mexicana.  
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la poblacién mexicana (AF508, G542X, AI507 y N1303K) con base en lo encontrado 

en este trabajo. Este paso funcionaria como un filtro, en el cual se resoiverian casi el 

50% de los cromosomas FQ. Posteriormente, los cromosomas FQ en donde no se 

hubiese caracterizado la mutacién, serian analizados por SSCP. Esta técnica, nos 

permite detectar cambios en la secuencia de un gen al observar alteraciones en la 

conformacién de hebras sencillas de DNA. Se deberan analizar primero aquellos 

exones donde se ha reportado mayor frecuencia de mutaciones (exén 11, 7, 4, 21, 19, 

17, 13) (Tsui L-C, 1992). En caso de no encontrar una mutacién en estos exones, se 

deben examinar uno por uno los exones restantes, para finalmente, secuenciar 

Unicamente el exén problema, a fin de caracterizar la mutacién. Esta metodologia nos 

evitara secuenciar todo el gen de la FQ de cada paciente. De esta manera, se aspira a 

detectar cerca del 100% de las mutaciones presentes en la poblacién mexicana. 

La mutacién mas frecuente en nuestra poblacién fue la AF508, que se presenté 

en una proporcién mucho mayor que él resto de las mutaciones. La segunda mas 

frecuente fue la G542X, seguida de la AI507, laN1303K y la S549N. Las mutaciones 

AF508, G5S42X y N1303K se encuentran también entre las cinco primeras mutaciones 

mas frecuentes a nivel mundial, no asi la AISO7 y la S549N. Cabe mencionar que los 

resultados encontrados en nuestra poblacién muestran semejanza a lo reportado en 

paises del sur de Europa en donde la mutacién AF508 presenta una baja frecuencia 

comparada con poblaciones caucasicas y la frecuencia de la G542X es mas alta. 

La mutacién AIS0O7 fue Ja tercera mds frecuente en pacientes mexicanos. Esto 

contrasta con lo reportado a nivel mundial, donde es considerada como una mutacién 

rara (Consorcio Internacional de Ja Fibrosis Quistica, 1994), como se puede apreciar 

en Ja tabla 9. Cabe la posibilidad de que esta mutacidn sea frecuente entre pacientes 

mexicanos 0 que su frecuencia haya sido subestimada en otros estudios, dado el 

problema de diagnéstico que representa por ser aledafia a la mutacién AF508. De 

hecho, se ha descrito que con la utilizacién de técnicas como ASO y anilisis de 

heteroduplex, es posible confundir un alefo AI507 con un alelo AF508 (Ober er ai, 

1992; Kerem eg af, 1990). Incluso algunos autores han descrito como injustificada la
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busqueda dirigida de la mutacién AIS07 debido a su baja frecuencia y se le incluye 

muy poco entre los protocolos de deteccién de mutaciones. 

Nosotros encontramos que es necesario diferenciar intencionadamente la 

mutacién AI507 de la AF508, lo cual hicimos al corroborar los resultados con el 

estudio de los padres y con mutagénesis dirigida con oligonucledtidos especificos para 

buscar la AI507. En México en especial, la busqueda de esta mutacién se debe realizar 

de manera rutinaria por ser la tercera mutacién mAs frecuente en nuestra poblacién. 

La AF508, que es la mutacién mas frecuente del gen FQ a nivel mundial, 

también lo es en México (tabla 9). Sin embargo, su distribucién varia 

significativamente en diversos paises, encontrandose desde el 88% y el 100% de los 

cromosomas FQ en Dinamarca (Schwartz et al, 1990) y en las Islas Faroe (Schwartz 

et al, 1995) respectivamente, hasta el 23% y 26% en Judios Azhkenazi y Yugoeslavia 

(Cystic Fibrosis Analysis Consortium, 1994). En la figura 24 se puede observar la 

existencia de un gradiente en la frecuencia de esta mutacién en Europa, que presenta 

una mayor incidencia en los paises de Europa del Norte como Inglaterra, Dinamarca y 

Francia, que en los paises de Europa del sur como Espaiia, Halia y Portugal entre 

otros, donde su frecuencia varia entre un 58% y 26% de los cromosomas FQ 

(European Working Group of Cystic Fibrosis, 1990; De braekeler e# al, 1992). 

Aunque la frecuencia de esta mutacién en el Sur de Europa (55%) (Welsh ef 

al, 1995a) y Sudamérica (45.1%) (Welsh et al, 1995a) es considerada baja, la 

encontrada en México fue significativamente mas baja (fig. 25). Sin embargo, existen 

otros paises como Italia (54%) (Dodge et al, 1993) y Yugoeslavia (26%) (Cystic 

Fibrosis Analysis Consortium, 1994) donde la frecuencia de esta mutacién no fue 

significativamente distinta a la de México. 

Asia es la unica regién continental en donde la frecuencia de la mutacién A 

F508 (28.54%) (Welsh ef al, 1995a) es signifivativamente menor a la encontrada en 

pacientes mexicanos. 

Un resultado interesante fue el no haber encontrado diferencias significativas 

en la frecuencia de esta mutacién en paises ligados genéticamente por un flujo
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Tabla 9. Comparacién de la frecuencia de las mutaciones AF508, G542X, N1303K, 
AI507 y S549N encontradas en este trabajo con las reportadas a nivel mundial y en siete 
grandes regiones del mundo. 

  

AFS508 G542x | N1303K A507 S549N 
  

México 37.63% | 6.43% 1.48% | 166% 0.62 % 
  

Mundial (1) 67.1% * | 3.44% *| 18% | 06% *| 020% 
  

Europa del norte (2) {| 70.2% * | 2.07% *| 0.98% | 0.26% *| 0.08% * 
  

Europa del sur(2) 55% * 13.55% *| 245% | 0.06% *} 0.02% * 
  

América del norte (2) | 66.1% * | 2.24% *} 145% | 0.19% *) 0.047% * 
  

América del sur (2) 45.1% *} 5.01% 1.45% | 0.26% *| 0.13% 
  

  

                Australia (2) Thb% *| 18% * | 0.74% | 0.29% *| 0.096% * 

Asia (2) 28.45% *| 444% 14.76% *} 0% * 0% * 

Africa (2) 68.15% *| 1.74% *) 1.55% | ---—--- 0.19% * 
  

  

El * indica las frecuencias con diferencias significativas a las encontradas en este 
trabajo mediante el andlisis de X? (p(0.005) 

(1) Cystic Fibrosis Genetic Analysis Consortium, 1994, 
(2) Welsh et al, 1995a
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poblacional (Fig. 24 y 25). Un ejemplo de lo anterior es ef de Estados Unidos y 

Canada, que presentan una frecuencia de la mutacién AF508 muy semejante a la 

encontrada en los paises que los dominaron por espacio de varios siglos, Inglaterra y 

Francia. De la misma forma, la frecuencia de esta mutacién en Argentina es muy 

parecida a la reportada en Espafia y en general en el sur de Europa. 

La frecuencia de la mutacién G542X en nuestra poblacién, fue mas alta que la 

reportada para otras poblaciones (tabla 9). Sin embargo, no se encontraron diferencias 

significativas entre la reportada en este trabajo y la de América del Sur (5.01%) 

(Welsh e¢ af, 1995a) y Asia (4.44%) (Welsh ef al, 1995a). A diferencia de la AF508 

esta mutacién es mas frecuente en Europa del Sur que en Europa del Norte (Fig. 26). 

Por otro lado como se puede observar en las figuras 26 y 27, la frecuencia de 

la mutacién G542X en nuestra poblacién no presenté diferencias significativas con la 

reportada en paises de Europa del Sur como Italia (4.3%) (Dodge et al, 1993), Espafia 

(8%) (Casals a al, 1993) y Bulgaria (4.8%) (Consorcio Internacional de la Fibrosis 

Quistica, 1994), pero si con paises de Europa del Norte donde su frecuencia es mds 

baja, como Alemania (1.2%), Inglaterra (1.44%) y Dinamarca (0.7%) (Consorcio 

linternacional! de la Fibrosis Quistica, 1994; Dodge er al, 1993). 

La frecuencia de 1a mutacion N1303K en nuestra poblacién, a diferencia de las 

mutaciones anteriores, fue semejante a las encontradas en poblaciones de Europa, 

América y Africa difiriendo unicamente con la frecuencia reportada en Asia, que es 

mas alta (tabla 9). También se encontraron diferencias significativas con Suecia y 

Australia, donde no se ha detectado todavia esta mutacién (Osborne er ail, 1992; Grebe 

et al, 1994), y algunas regiones de Italia, en donde ta frecuencia de esta mutacién es 

muy alta (5.1%) (Osbome et ai, 1992) (tabla 10). 

La mutacién S549N es una mutacién muy rara a nivel mundial (0.20%) 

(Consorcio Internacional de Ja Fibrosis Quistica, 1994), siendo pocos los estudios 

donde su busqueda se realiza de manera rutinaria. Por esta razén, no se cuenta con 

datos de su frecuencia en muchos de los paises def mundo, existiendo tinicamente 

reportes aislados de pacientes en los que se describen casos clinicos (Curtis et al,
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Figura 24. Frecuencia de la mutacié6n AF508 en paises europeos (CIFQ, 1994). 
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Figura 25. Frecuencia de la mutacién AF508 en paises americanos (CIFQ, 1994),  
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Figura 26. Frecuencia de Ja mutacin G542X en paises europeos (CIFQ, 1994).
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Figura 27. Frecuencia de la mutaci6n G542X en paises americanos (CIFQ, 1994),
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Tabla 10. Comparacién de la frecuencia de Ja mutacién N1303K. encontrada en este 
trabajo con Ja reportada en otros paises. 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

Poblacién Cromosomas N1303K. cromose no nn dos Frecuencia 

México 3 196 1.48% 

Dinamarca 5 625 0.8 % 

Francia 18 947 19% 

Alemania 10 588 17% 

Polonia 3 200 15% 

Suecia 0 290 0.0% * 

Bulgaria 6 150 4.0% 

Grecia 6 179 3.4% 

Italia 32 625 5.1% * 

Espafia 15 728 2.0% 

Israel 4 95 4.2% 

Canada 8 1000 0.8% 

Brasil 5 174 2.9% 

E.U. Caucésicos 27 1,924 1.4%           
  

EI * sefiala jas frecuencias significativamente diferentes a la encontrada en este trabajo 
(p(0.05). 
Osborne et al, 1992
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1993). Debido a esto, no se pudo obtener un patrén de distribucién como en el caso de 

la AF508 y la G542X. Sin embargo, si se cuentan con reportes de su frecuencia en 

grandes regiones de! mundo (tabla 9). 

Por otra parte, las mutaciones mas frecuentes a nivel mundial mantienen de 

manera general el mismo orden de frecuencia en la mayoria de las poblaciones 

estudiadas hasta el momento {Cystic Fibrosis Genetic Analysis Consortium, 1994; 

Dodge et al, 1993; Welsh et al, 1995a), en especial fas mutaciones AF508 y G542X 

que son la primera y segunda mutaciones més frecuentes a nivel mundial 

respectivamente, y en diversos paises como: Inglaterra (Dodge et al, 1993), 

Dinamarca (Cystic Fibrosis Genetic Analysis Consortium, 1994; Dodge et ai, 1993), 

Espafia (Cystic Fibrosis Genetic Analysis Consortium, 1994; Casals et al, 1993), y 

México entre otros. Esto podria sugerimos un origen muy temprano de estas dos 

mutaciones en la evolucién del hombre, acompafiandolo en muchas de sus 

migraciones, participando de esta manera en la formacién de nuevas etnias. La 

dispersién de estas mutaciones se pudo haber dado por flujo génico, presenténdose en 

las poblaciones asi formadas, una frecuencia muy similar a la de la poblacién de 

origen, como podria ejemplificar el caso de Estados Unidos e Inglaterra, en donde las 

frecuencias de las mutaciones AF5S08 y G542X, son muy semejantes (Dodge et al, 

1993; Cystic Fibrosis Genetic Analysis Consortium, 1994). Otro mecanismo que 

parece haber influfdo en ta dispersién de estas mutaciones es el efecto de fundador, en 

especial en algunas poblaciones de origen judio como la Ashkenazi en donde la 

frecuencia de la mutacién W1282X es muy alta (Tsiu L-C, 1992; Sereth et al, 1993); y 

en Ia poblacién de las Islas Faroe en donde se reporta a la mutacién AF508 en el 100% 

de los cromosomas FQ (Schwartz et al, 1995). Sin embargo, tomando en 

consideracién la gran cantidad de paises en donde las mutaciones AF508 y G542X son 

las mas frecuentes, su dispersién probablemente fue debida a un flujo génico 

acompafiado por una ventaja selectiva sobre el heterocigoto, y al efecto de fundador 

en algunas poblaciones aisladas.
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Con base en estudios de haplotipos realizados en una gran cantidad de 

poblaciones se ha logrado determinar que el evento de origen de la mutacién AF508 

ocurrid una sola vez en la historia evolutiva del hombre (Pritchard, 1991; Serre et al, 

1990; Casals et al, 1992; Casals et af, 1993; Sereth et al, 1993; Debraekeler et al, 

1992). Sin embargo, atin existe una fuerte controversia acerca del lugar de origen de 

esta mutacién. Algunos autores (Pritchard, 1991; Serre er ai, 1990) han marcado su 

origen en el Oriente medio hace 5,000-10,000 afios, y su posterior dispersién en 

Europa en direccién sureste a noroeste durante el Neolitico. Por otro lado, Casals y 

cols (1992) han propuesto que esta mutacién se origind en la poblacién Vasca hace 

mas de 10,000 afios donde se diseminé a toda Europa (Casals et al, 1993; 

Debraekeler et al,1992). La diseminacién de la mutacién también se habria llevado al 

cabo del sureste de Europa hacia el noroeste (Morral et al, 1994; De Braekeleer et ai, 

1992). 

Existen evidencias de que una vez establecida esta mutacin en las diferentes 

poblaciones europeas, su frecuencia fue diluida por la Hlegada de nuevas mutaciones 

del gen FQ traidas por Jas poblaciones indo-europeas a] invadir parte de Europa 

(Casals et al, 1992). Debido a que estas invasiones se presentaron principalmente en 

el sur y centro de Europa, en los paises localizados en estas regiones la frecuencia de 

1a mutacion AF508 en la actualidad es mas baja. Por el contrario, los paises situados 

en el norte de Europa tuvieron poco o ningin contacto con las poblaciones indo- 

europeas, razén por Ja cual la mutacién AF508 ha conservado una mayor frecuencia 

(Debraekeler ef al, 1992; Casals et al, 1992). 

Ahora bien, la alta incidencia de la mutacién AF508 en poblaciones 

caucasicas, no puede ser explicada inicamente en términos de azar y flujo génico, 

debido a ja baja probabilidad de que una mutacion tan deletérea alcance frecuencias 

tan elevadas en tantas poblaciones. Por lo tanto, se ha postulado la existencia de una 

ventaja selectiva de los portadores sanos de esta mutacién, respecto a lo cual se han 

propuesto muchas hipétesis que no han podido ser comprobadas (Welsh et al, 1995a). 

Sin embargo, recientemente se demostré que células heterocigotas para diversas
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mutaciones del gen FQ son més resistentes a la deshidratacién por la toxina del célera 

in vitro (Gabriel et al, 1994). Esto pudo haber proporcionado a los portadores de 

mutaciones tales como la AF508 y G542X una esperanza de vida mayor, aumentando 

paulatinamente la frecuencia de estos alelos en la poblacién. 

Debido a la colonizacién de casi tres siglos a la cual fue sometida la poblacién 

mexicana por parte de los espafioles, cabria esperar cierta semejanza entre ta 

frecuencia de la mutacién AF508 encontrada en México y 1a reportada para Espafia, 

como sucede en el caso de Estados Unidos e Inglaterra (Cystic Fibrosis Genetic 

Analysis Consortium, 1994). Sin embargo, como se puede ver en las figuras 24 y 25, 

la frecuencia de esta mutacién en México es significativamente menor a la reportada 

en Espafia. Estos resultados tienen su fundamento en los eventos ocurridos en México 

durante la colonia. A diferencia de la colonizacién en Estados Unidos, en México no 

ocurrié una eliminacién sistematica de los grupos indigenas autéctonos de la regién, 

por el contrario, se dio una mezcla principalmente entre las razas espafiola e indigena 

y en menor grado la africana (Lisker et al, 1990), Debido a lo anterior, la frecuencia 

de esta mutacién pudo haberse diluido como consecuencia de la presencia de alelos 

diferentes ai AF508 en la poblacién indigena y entre los esclavos africanos. 

Esta hipétesis puede apoyarse en los estudios realizados en pacientes indigenas 

americanos con FQ, donde no se ha encontrado la mutacién AF508 (Grebe et al, 

1994). Esto hace suponer la ausencia de esta mutacién en tas civilizaciones 

precolombinas. Lamentablemente, no se cuenta con estudios extensos sobre la 

incidencia de esta mutacién en poblaciones indigenas autéctonas del continente 

americano para poder respaldar esta aseveracién. Tampoco se cuenta con estudios 

sobre la frecuencia de las mutaciones responsables de Ia fibrosis quistica en paises 

americanos con la misma historia colonial que México, excepto en Argentina, donde 

la frecuencia de la mutacién AF508 es similar a la de Espafia. Esto podria ser 

consecuencia de la fuerte migracién de europeos hacia Argentina en la época 

moderna.
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Por otra parte, los alelos FQ de origen africano también pudieron haber diluido 

la frecuencia de la mutacién AF508 en México, aunque con una contribucién menor 

que los indigenas, a causa del bajo porcentaje de genes africanos presentes en nuestra 

poblacion (Lisker et al, 1990). La mutacién AFS08 es poco frecuente en los individuos 

de raza negra, como se puede apreciar en un estudio realizado en americanos de 

origen africano, donde se encontré en sélo el 37% de los cromosomas analizados 

(Cystic Fibrosis Genetic Analysis Consortium, 1994), 

Asi como fa AF508, la mutacién G542X presenta un origen unico. Se ha 

reportado que se originé durante el periodo Neolitico en una poblacién de ascedencia 

Semita a partir de la cual se originaron los judios y los fenicios (Casals et al, 1993). 

Fueron probablemente estos Ultimos los que introdujeron esta mutacién via el 

Mediterraneo a Espafia y a otros paises que limitan con el mar Mediterraneo hace 

aproximadamente 2,500-3,000 aiios (Casals et al, 1993). La frecuencia de esta 

mutacion también presenta un gradiente en Europa siendo mas frecuente en el sur, 

especialmente en los paises cercanos al Mediterraneo (fig. 26). Posiblemente, esto se 

explique por la mayor antiguedad de la mutacién G5S42X en esta regién. De esta 

forma, el alelo ha tenido mayor tiempo para diseminarse en estas poblaciones a través 

de deriva génica (Nunes et al, 1991). De la misma manera, la menor frecuencia de la 

G542X en paises del norte de Europa parece deberse a su origen posterior a las 

invasiones indo-europeas, lo cual impidié su temprana dispersion por todos los paises 

de Europa a través de estas poblaciones (Casals et al, 1993). 

Cuando se comparé la frecuencia de esta mutacién en nuestra poblacién 

(6.56%) con la reportada para Espaiia (8%), no se encontraron diferencias 

significativas (fig. 26 y 27). Esto podria sugerir, que aunque si disminuyé Ia 

frecuencia de esta mutacion a consecuencia de la presencia de otras mutaciones en las 

poblaciones indigenas y en la de esclavos negros traidos por los colonizadores, este 

cambio no fue tan evidente. 

Las mutaciones 205Sdel9-A y 1924del7 se buscaron dirigidamente en una 

muestra de 118 cromosomas, y se encontré solamente un paciente con la mutacién
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1924del7 en forma heterocigota y dos pacientes no emparentados con la mutacién 

2055del9—+A en uno de sus cromosomas, presentando una baja frecuencia en nuestra 

poblacién (0.84% y 1.69% respectivamente). Estas mutaciones no habian sido 

deseritas previamente (Orozco et al, 1997), lo cual podria sugerir que sean de origen 

americano o que su frecuencia en el mundo es menor a la encontrada en este trabajo, 

dificultando su deteccién en otros paises. Debido a esto, seria conveniente que en un 

estudio posterior ademas de aumentar el tamafio de la muestra analizada para obtener 

una frecuencia mds certera de cada una de estas mutaciones, se realice un estudio de 

haplotipos para poder inferir el origen de estas mutaciones. Al mismo tiempo, se 

debera buscar Ja presencia de estas mutaciones en otras poblaciones.
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Conclusiones, 

i. La mutacién mas frecuentemente detectada en este trabajo fue la AF508 (36.63%), 

seguida de la G542X (6.56%), AI507 (2%), N1303K (2%), S549N (0.62%). La 

frecuencia de las mutaciones AF508 y G542X en nuestro pais, parecen ser 

resultado de una mezcla entre las pobtaciones espafiola, indigena y negra durante la 

etapa colonial en México. Las dos mutaciones encontradas en pacientes mexicanos 

(1924del7 y 2055del9->A), tuvieron una frecuencia baja (0.48% y 1.69% 

respectivamente). 

2. El perfil de mutaciones que causan FQ en la poblacién mexicana es diferente al que 

se presenta en el resto del mundo. La frecuencia de la AF508 es significativamente 

menor en nuestro pais; mientras la G542X presenta una frecuencia 

significativamente mayor que en otras. poblaciones. Por otro tado, a diferencia de lo 

Teportado en [a literatura, la AISO7 presenta una frecuencia elevada en nuestra 

poblacién, ademas de la presencia de dos mutaciones (1924del7 y 2055del9-+A) 

que no se han detectado en otros paises. 

3. La heterogeneidad de la poblacién mexicana y la diversidad de mutaciones 

causantes de la FQ, hacen dificil la deteccién de portadores en la poblacién 

general, y el diagnéstico molecular de la enfermedad. Por esto se Propone como 

estrategia para el diandstico molecular de FQ en pacientes mexicanos Ja utilizacién 

combinada de las técnicas de mutagénesis dirigida mediada por PCR, SSCP y 

secuenciacién. 

ESTA TESIS Be SEBE 

SALIR GE i§ @cLiGTECA
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APENDICE 

Reactivos 

Acrilamida/bisacritamida 30% 

- 29 ml de acrilamida 

- 1 ml de bisacrilamida 

- aforar a 100 ml con H2O destilada 

Agarosa 2% y 0.7% 

- Aforar con TBE 1X 

Bromuro de etidio 

~ 5 mg/100 ml 

Cloroformof/isoamilico 24:1 

- 24 partes de cloroformo 

- 1 parte de alcohol isoamilico 

Enzimas utilizadas en la amplificacién. 

Enzima Concentracién 

Ultma DNA polimerasa 6 U/ul 

Buffer 10X 

100 mM Tris-HCl, pH 8.8, 

100 mM KCI 0.02%
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Amplitag DNA polimerasa 10 U/ul 100 mM tris HCl, 

Fragmento Stoffel 5 UA 100 mM KCI, pH 8.3 

Condiciones de restriccién 

Enzima Incubacién Buffer de reacci6n. 

Mbol 37°C NEBuffer 3 

100 mM NaCl, 50 mM Tris HCl, 

10 mM MgCiy, 

1 mM dithiotreitol (pH 7.9) 

Hphl 37°C NEBuffer 4 

50 mM acetato de potasio, 

20 mM Tris acetato, 

10 mM acetato de Magnesio, 

1 mM dithiotreitol (pH 7.9) 

Ddel 37°C NEBuffer 3 

100 mM NaCl, 

50 mM Tris-HCl, 

10mM MgCh, 

lmM dithiotreitol (pH 7.9) 

Bgl II 37°C NEBuffer 3 

100 mM NaCl, 

50 mM Tris-HCl, 

10 mM MgCl, 

1 mM dithiotreitol (pH 7.9).
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Mael 37°C NEBuffer 4 

50 mM Acetato de potasio, 

20 mM Tris acetato, 

10 mM acetato de Magnesio, 

1 mM dithiotreitol (pH 7.9) 

Alul 37°C NEBuffer 1 

10 mM Bis Tris Propano-HCl, 

10 mM MgCl2, 

1 mM dithiotreito! (pH 7.0) 

Las enzimas de restriccién utilizadas son de la casa comercial New England Biolabs. 

Fenol saturado (Carlo Erba o BRL o destilado) 

- Disotver 300 ml de Fenol 100% a 68 °C 

- Poner en una botella estéril de 500 ml: 

200 ml de HO destilada esteril 

2 ml de B-2 mercaptoetanol puro 

4 ml de tris-HCI 1 M, pH 8.0 

292.5 ul de NaOH I N 

Combinar esta mezcla con los 300 ml del fenol fundido 

Cubrir con papel aluminio la botella y dejar el fenol a 4 °C toda la noche antes de 

usarlo. 

Buffer de corrida. 

- Azul de bromofenol 0.25 % 

- Xilencianol 0.25 % 

- Ficoll 400 (H20 dd) 15%
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Marcadores de pesos moleculares. 

DNA Ladder. 

Este marcador de pesos se encuentra formado por fragmentos de una longitud 

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

X174 RF DNA/Hae IIl. 

Este marcador de pesos moleculares se prepara a partir de DNA purificado de 

@174RF digerido por completo con Hae III. Puede ser utilizado para medir 

fragmentos de 72 a 1,353 pb. 

A /Hind U1. 

La digesti6n del DNA del fago lambda con la enzima de restriccién Hind III, 

produce ocho fragmentos que pueden ser utilizados como marcadores de pb para 

electroforesis en geles de agarosa y acrilamida. El tamafio de los fragmentos 

resultantes es: 564, 2027, 2322, 4361, 6557, 9416 y 23,130 

Preparacién de geles de poliacrilamida. 

75% 

TBE 5% 1.50 ml 

Acril /bisacrilamida 30% 2.50 ml 

H20 5.90 ml 

AP 10% 81.50 pl 

TEMED 8.10 pl 

Vol. final. 10.00 ml 

10% 

2.00 ml 

3.06 ml 

4.83 ml 

100 1 

10 pl 

10.00 mi 

15% 

3.26 ml 

5.00 ml 

1.56 ml 

163 ul 

16.3 pl 

10.00 ml
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Regulador para lisis de células rojas (BLCR). 

- Tris (pH 7.6) 10mM 

-MgClz 5mM 

- NaCl 10mM 

Regulador para lisis de células blancas (BLCB). 

- Tris (pH 7.6) 10mM 

- EDTA (pH 8) 10 mM 

- NaCl 350 mM 

- SDS 0.2% 

-Proteasa (proteinasa K) 200 pg/ml 

TBE 10X (TRIS-BORATO-EDTA). 

-Tris-Borato 0.9M 

-EDTA 0.02 M 

TE (TRIS-EDTA). 

Tris (pH 8) 1.0mM 

EDTA (pH 8) 0.1 mM
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GLOSARIO. 

Alelo. Formas alternativas de un mismo gen. 

Alineamiento. Union de una cadena senci}Ja con su secuencia complementaria. ¢j. un 

oligonucleétido iniciador o primer con su secuencia complementaria. 

Amplificacién. Obtencién de miles de copias de DNA a partir de una sola molécula. 

ATP. (Adenosin trifosfato). Es la molécula energética de la célula, sintetizada 

principalmente en mitocondrias y cloroplastos. La energia liberada por el 

rompimiento de los enlaces de alta eneria del ATP realiza reacciones importantes en la 

célula. 

Caso indice. El primer individuo afectado que acude a consulta y es estudiado por el 

médico y/o el investigador. 

Caja GC. Secuencia rica en guaninas localizada en fa posicién -90 de algunos genes. 

Es un elemento comin de las regiones promotoras eucariéticas y se encuentra 

involucrada en la regulacién génica. 

Caja TATA. (TATA box). Septamero rico en A-T altamente conservado. Se 

encuentra aproximadamente 25 pb antes del sitio de inicio de la transcripcién en todos 

los genes transcritos por la RNA polimerasa }). 

Cromosomas homélogos, Cromosomas de contenido génico igual o similar que se 

unen en pares durante la meiosis. 

Desoxirribonmcleétides. Son compuestos formados por un grupo fosfato, un azicar 

desoxirribosa y una base nitrogenada, ya sea pirica 0 pinmidica. 

Deriva génica. Fluctuaciones en la frecuencia de un alelo en una poblacién debidas al 

azar. : 

Exén. Segmento codificante de un gen interrumpido, que se encuentra presente en el 

RNA mensajero. 

Gen. Secuencia nucleotidica. Segmento de DNA involucrado en 1a produccién de 

cadenas polipeptidicas. Incluye regiones rio artiba y rio abajo de la secuencia
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codificante, asi como secuencias interventoras (intrones) entre regiones codificantes 

(exones). 

Heterocigoto. Paciente que presenta alelos diferentes para un locus en parsticular de 

un par de cromosomas homédlogos. 

Heterocigoto compuesto. Paciente que presenta una mutacin diferente en cada alelo. 

por ej, G542X/N1303K. 

Heterodiplex. Es una molécula de DNA, formada por el apareamiento de cadenas 

sencillas complementarias entre si, de diferente origen. 

Homocigoto. Paciente con el mismo alelo en jos loci correspondientes de un par de 

cromosomas homdlogos. 

Homoduplex. Doble cadena de DNA formada por la alineacién de cadenas sencillas 

del mismo origen. 

Hot-spot. Regién del DNA en la cual Ja frecuencia de mutacién es mucho mayor que 

en otras zonas de la misma molécula. 

Loef. Plural de locus. 

Locus. Localizacion fisica de un gen en un cromosoma. 

Oligonucledtidos o Primer. Polimero de DNA o RNA pequefio, que es generalmente 

sintetizado y utilizado para la realizacién de distintas técnicas en biologia molecular. 

Se une a una cadena sencilla de DNA y aporta un extremo 3’ hidroxilo fibre, a partir 

de] cual una DNA polimerasa puede comenzar !a sintesis de una nueva cadena de 

deoxirribunucledtidos. 

Primer F. Primer que flanquea la secuencia complementaria al extremo 5' de la 

regién a amplificar en la cadena sentido de la doble hélice de DNA. 

Primer R. Primer que flanquea la secuencia complementaria al extremo 5' de la 

regién a amplificar en la cadena antisentido de la doble hélice de DNA. 

Promotor. Regién del DNA involucrada en la union de la RNA polimerasa en el 

inicio de la transcripcién. 

RNA mensajere. Secuencia de ribonucleétidos producto de Ja transcripcién de los 

genes estructurales. Es un intermediario en la sintesis proteica.
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RT-PCR. Amplificacién de DNA a través de Ia PCR (ver apéndice I) a partir de 

secuencias de RNA, mediante el uso de la transcriptasa reversa. 

Splicing. Procesamiento del transcrito primario de DNA para su maduracién.
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