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Resumen.

Antecedentes. La fibrosis quistica (FQ, OMIM 219700} es una enfermedad autosomica
recesiva, multisistémica, distribuida mundialmente con una alta frecuencia en la poblacion
caucasica y una incidencia de 1 en 2,000 a 4,000 recién nacidos vivos. Se ha visto que Ia
frecuencia y distribucién varia dependiendo del origen étnico de la poblacion. En Meéxico
su incidencia es desconocida, aunque en el Instituto Nacional de Pediatria se registran
aproximadamente 20 casos nuevos por afio. La FQ es ocasionada por mutaciones en el
gen CFTR, (cystic fibrosis transmembrane conductance regulfador) y a la fecha se han
reportado mas de 1,800 mutaciones diferentes. El cuadro clinico clasico de este
padecimiento es muy variable. Los estudios de correlacion genotipo-fenotipo muestran
que la funcién pancreatica correlaciona directamente con el genotipo, mientras que el
resto de las manifestaciones wvarian ampliamente, aln en pacientes con el mismo
genotipo, incluso entre hermanos enfermos que comparten el mismo ambiente. Por ello,
se postula que existen otros factores genéticos que no son los directamente responsables
de la enfermedad, pero que influyen sobre su gravedad. Estudios recientes han
documentado la existencia de genes modificadores en FQ como TNF-a, MBL, al-AT, al-
ACT, -2AD, IL-10, entre otros. Objetivo. En este trabajo nos propusimos caracterizar las
mutaciones presentes en el gen CFTR e identificar variantes en genes modificadores que
se asocian con la gravedad de las manifestaciones pulmonares en pacientes mexicanos
con diagndstico clinico de fibrosis quistica. Material y Métodos. Se estudiaron un total de
230 pacientes referidos del Instituto Nacional de Pediatria, Hospital Infantil de México y
de la Asociacion Mexicana de FQ, de los cuales 133 fueron casos nuevos y 97 pacientes
provenian de un estudio previo. Para evitar un posible sesgo al estimar las frecuencias de
las mutaciones CFTR en nuestra poblacion, de este ultimo estudio se incluyeron tanto los
pacientes totalmente caracterizados {n=35) como los pacientes con al menos un alelo sin
caracterizar {n=62}. En una primera etapa, se obtuvo e! DNA de sangre periferica de cada
uno de los pacientes y se genotipificaron las mutaciones en el gen CFTR mediante una
combinacidn de estrategias: mutagénesis sitio-dirigida, dot blot reversa (Kit CFTR/36

INNOGENETICS), polimorfismo conformacional de cadenas sencillas (SSCP) y secuenciacidn



directa de DNA. Posterior a la genotipificacion de CFTR se seleccionaron 130 pacientes con
manifestaciones pulmonares y se dividieron en dos grupos: leve y grave, con base en los
siguientes pardmetros: cultivo positivo para Pseudomona aeruginosa, edad del primer
cultivo para Pseudomanas, caida anual de la FEV* e indice de Brasfield. A estos pacientes
se les realizé el andlisis de 17 variantes alélicas o SNPs (polimorfismos de un solo
nucleétido), alelo S (T2313A), alelo Z {G4627A), -15Thr-Ala {G<A), 3'enhancer G1237A,
Leu55Pro (T<C), MBL2D {Arg52Cys), MBL28 (Gly54Asp), MBL2C (Gly57Glu), MBL2G>C-221,
MBL2G>C-550, IL10-G1082A, NOS3-894G/T, GSTP1-lle105Val (A313G), ADRB2 Argl6Gly
(A46G}, ADRB2 GIn27Glu {C79G), TNFG-308A y TNFaG-238A), de los genes: a1-ACT, al-
AT, MBL, IL10, NOS3, GSTP1, 2AD vy TNFa. La discriminacion alélica de estos SNPs se
realizd mediante el método fluorescente 5’ exonucleasa (Tag-Man). El analisis bivariado se
apoy6 con el programa SPSS 15.0®. Se realizo prueba exacta de Fisher para variables
categoéricas y U de Mann-Whitney para variables numeéricas. Se considerd significativo un
valor de p< 0.05. Resultados. En este trabajo se logrd caracterizar el 77.7% de las
mutaciones responsables de FQ en la poblacién mexicana, incluyendo 12 que no habian
sido reportadas en nuestra poblacion (p.R334W, p.A455E, ¢.3120+1G>A, ¢.3272-26A>G,
¢.711+1G>T, p.Q552X, pW1282X, ¢.IVS8-5T, p.R1162X y p.R347P, p.D1152H y p.T1036N).
Con estas mutaciones y las 34 previamente reportadas (Orozco, et al.) se alcanzo [a
caracterizacion de un total de 46 mutaciones.

Por otra parte, las frecuencias de las variantes alélicas de los SNPs analizados en este
estudio fueron similares a lo reportado en la literatura para otras poblaciones. Cuando se
compararon los pacientes con manifestaciones pulmonares graves y leves se observg una
diferencia significativa en la edad de inicio de los sintomas {p=0.044), la edad de primer
cultivo para Pseudomonas (p=0.0001) y la edad de fallecimiento {p=0.009), los cuales se
relacionan con el fenotipo pulmonar grave. Asi también, se observd que la variante alélica
MBL2G>C-550 confiere un mayor riesgo de presentar un fenotipo pulmonar grave
(p=0.016); en tanto que la variante Argl6Gly (A46G) del gen y ADR[2, se muestra como
una variante de proteccion {p=0.029). Conclusiones. Este reporte muestra gue México

presenta uno de los espectros mutaciones CFTR mas amplios a nivel mundial. El




conocimiento de la distribucion étnica y geogréfica de las mutaciones de CFTR en esta
poblacion permitird el desarrollo de métodos mas eficaces para el diagndstico vy
tratamiento de la enfermedad. Ademas, con el andlisis de discriminacion alélica, se
observo que el genotipo homocigoto GG de la variante MBL2G>C-550, la cudl conduce a la
disminucidn de los niveles de MBL, se asocia con infeccion por Pseudomona aeruginosa a
edades mas tempranas, lo cual repercute en la gravedad y por ende, en el inicio de
presentacién del resto de las manifestaciones clinicas, como la edad de inicio de sintomas
y la edad del diagndstico. Por otra parte la variante ADRB2 Argl6Gly (A46G) se detecta
como una variante de proteccion como se reporta previamente en la literatura, ya que la
gran mayoria de los pacientes clasificados como graves presentan el alelo ancestral en
forma homocigota (GG) mientras que los pacientes con fenotipo pulmonar leve presentan
con mayor frecuencia el genotipo de proteccién {AA), sugiriendo que este polimorfismo
tiene un efecto positivo en la funcion de ADRS2.

Discusion. Estos hallazgos sugieren que los genes MBL2 y ADRS2 muestran una
importante influencia genética que modifica la gravedad de la enfermedad pulmonar en
pacientes mexicanos con FQ,

Finalmente, la determinacion de la presencia de las diferentes variantes alélicas de
estos y otros genes modificares, contribuira a incrementar nuestro entendimiento sobre la
fisiopatologia de la FQ, y muy posiblemente, seran de gran utilidad para predecir el
fenotipo a partir del genotipo tanto de CFTR como de los genes modificadores de la
afeccion pulmonar, lo que ayudara sin duda, a mejorar las estrategias de prevencion de las
complicaciones pulmonares y de tratamiento, mejorando asi, la calidad de vida de los

pacientes.




ABSTRACT

Background. The Cystic fibrosis (CF; OGMIM 219700} the most common autosomal
recessive disorder, globally distributed with a high frequency in the Caucasian population
and an incidence of 1in 2,000 to 4,000 live new borns. It has been seen that the frequency
and distribution varies according to the ethnic origin of the population. In Mexico, its
incidence is unknown, although there are around 20 new cases each year in the Instituto
Nacional de Pediatria. The CF is caused by mutations in the CFTR gen {cystic fibrosis
transmembrane conductance regulator) and to this date, there have been more that 1,800
different mutations. The classic clinical is very variable. The genotype-phenctype
correlation studies show that the pancreatic function directly correlates with the
genotype, while the rest of the manifestations vary widely, even in patients with the same
genotype, even between sick siblings that share the same environment. For that, it is
believed that other genetic factors exist that are not directly responsible for the disease,
but that alter its gravity. Recent studies have documented the existence of modifier genes
in CF like TNF-a, MBL, al-AT, al-ACT, F2AD, IL-10, among others. Objective. In this work
we proposed to characterize the present mutations in the CFTR gen and identify allelic
variables on modifier genes that associate with the gravity of the pulmonary
manifestations in Mexican patients with clinical diagnosis of the CF. Materials and
Methods. A total of 230 referred patients whit clinical diagnosis CF of the Instituto
Nacinal de Pediatria, Hospital Infantil de Mexico and of the Asociacion Mexicana de
Fibrosis quistica, of which 133 were new cases and 97 patients came from a previous
study. To avoid a possible bias to estimating the CFTR mutation frequencies in our
population, from this last study the totally characterized patients (n=35) like the patients
with at least one allele without being characterized {n=62) were included. In the first
stage, the DNA of periphery blood of each patient was obtained, and the mutations on the
CFTR gen were genotyped through a combination of strategies: site-directed

mutagenesis, reverse dot blot (Kit CFTR/36 INNOGENETICS), single strand conformation



polymorphism {SSCP) analysis and abnormal band shift electrophoretic patterns were
direct DNA sequenced using the ABI PRISM Big Dye terminator cycle sequencing

reaction kit. Prior to the genotyping of the CFTR 140 patients with pulmonary
manifestations were selected and divided in two groups: mild and severe, based on the
following parameters: positive culture for Pseudomona aeruginosa, age of the first culture
for Pseudomonas, annual drop of the FEV* AND Brasfield index. The 17 allelic variables
analysis or SNPs (single nucleotide polymorphism) was realized on these patients, allele S
{T2313A) allele Z (G4627A), -15Thr-Ala {G<A), 3’enhancer G1237A, Leu55Pro (T<C),
MBL2D (Arg52Cys), MBL28B {Gly54Asp), MBL2C (Gly57Glu}, MBL2G>C-221, MBL2G>C-550,
IL10-G1082A, NOS3-894G/T, GSTP1-lle105Val (A313G), ADRP2 Argl6Gly (A46G), ADRp2
GIn27Glu (C79G), TNFaG-308A and TNFaG-238A), of the genes : al-ACT, al-AT, MBL,
1110, NOS3, GSTP1, F2AD y TNFa. The allelic discrimination of these SNPs was realized
through the fluorescent method 5 exonuclease (Tag-Man). The analyses bivariate was
supported with the SPSS 15.0° program. An exact Fisher test was realized for categoric
variables and U of Mann-Whitney for numeric variables. A significant value of p<0.05 was
considered. Results. On this work it was achieved to characterize the 77.7% of the
responsible mutations for CFTR on the Mexican population, including 12 that had never
been reported in our population (p.R334W, p.A455E, c.3120+1G>A, €.3272-26A>G,
c.711+1G>T, p.Q552X, pW1282X, c.IVS8-5T, p.R1162X y p.R347P, p.D1152H and
p.T1036N). With these mutations and the 34 previously reported {Orozco, et. al.) resulting
in a total of 46 different mutatians detected in the Mexican population sampled. On the
other hand, the frequencies of the allelic variables of the SNPs analyzed on this study were
similar to the reported on the literature for other publications. When the patients with
mild and serious pulmonary manifestations were compared, a significant difference on the
beginning age of the symptoms (p=0.044) was observed, the age of the first culture for
Pseudomonas (p=0.0001) and the age of death {p=0.009), of which are related to the
serious pulmonary phenotype. Also, the allelic variable were observed MBL2G>C-550,
confer a greater risk to present a serious pulmonary phenotype (p=0.016}. Wile allelic

variable ArgléGly (A46G) of the ADRAZ gen show as variant of protection (p=0.029).



Conclusions. This report shows that Mexico present on of the widest mutation spectrum
CFTR at a global level. The knowledge of the ethnic and geographic distribution of CFTR
mutations in this population will allow the growth of more efficient methods for the
diagnostic and treatment of the sickness. Also, with the analysis of allelic discrimination, it
was observed that the homozygous GG genotype of the MBL2G>C-550 variable, which
conducts the decline of the MLB levels, it is associated with the infection by Pseudomona
geruginosa to early ages, which impact in the gravity and therefore, in the beginning of
the presentation of the rest of the clinic manifestations, like the beginning age of
symptoms and the age of the diagnostic. On the other hand, ADR 52 Argl6Gly (A46G) were
detected like a protection variable like reported previously on literature, since the great
majority of the patients classified as severe present the ancestral allele in form of
homozygous (GG) while the patients with mild pulmonary phenotype present with greater
frequency the protection phenotype (AA}, suggesting that this polymorphism has a
positive effect on the ADR/2 function.

Discussion. These findings suggest that the MBL2 and ADRJ2 genes show an
important genetic influence that modifies the gravity of the pulmonary sickness on
Mexican patients with CF.

Finatly, the determination of the presence of different allelic variables of these and
other modifier genes, will contribute to increase our understanding about the
patophysiology of the CF, and maybe they will be of great use to predict the phenotype
beginning with the genotype of the CFTR like of the modifier genes of the pulmonary
affection, which without a doubt wiil help, to improve prevention strategies of the

pulmonary complications and treatment, improving the quality of life of the patients.
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I. INTRODUCCION

I.1. ANTECEDENTES

La fibrosis quistica o mucovisidosis (FQ; OMIM #219700) es el padecimiento
autosoémico recesivo mas frecuente en la poblacién caucasica, donde se presenta con una
incidencia de 1 en cada 2,000-4,000 recién nacidos vivos y se estima que 1 de cada 25
individuos es portador asintomatico de la enfermedad’. Este padecimiento muestra una

* En Latinoamérica la incidencia de la FQ es

frecuencia variable entre las poblaciones.”
desconocida, sin embargo en México, la Asociacion Mexicana de Fibrosis Quistica (AMFQ)
estima que es aproximadamente 1 en 8,000 nacidos vivos {comunicacion personal AMFQ),
aungue es posible que ésta se encuentre subestimada, ya que en ocasiones la FQ se
enmascara con otros padecimientos comunes en nuestro pais como la desnutricidn,
problemas gastrointestinales y afecciones respiratorias,a's. A consecuencia de esto, la
expectativa de vida de los pacientes con FQ en nuestro pais es de apenas 8 afios, mientras
que en los paises desarrollados es alrededor de 35 afios. s

Este padecimiento es ocasionado por mutaciones en el gen regulador de la conductancia
transmembranal e la FQ (CFTR, cystic fibrosis transmembrane conductance regulator), el
cual codifica para una proteina transmembranal cuya funcién mas importante es la de
canal de cloro (CI'). La pérdida de la funcion de esta proteina causa un defecto en el
transporte de electrolitos en [a membrana apical de las células epiteliales alterando la
funcién secretoria en diferentes érganos y tejidos. Este defecto conduce a la produccién
de secreciones exocrinas anormalmente viscosas y conlleva a una enfermedad
multisistémica y progresiva con expresividad muy variable, la FQ.” En la década de los
noventas, la clonacién del gen responsable permitié un enorme progreso en el
conocimiento de la funcion de la CFTR y en la caracterizacion de las mutaciones
responsables de la enfermedad, cuya repercusion en el manejo integral del paciente con
FQ no tiene precedente. Sin duda, estos avances han conducido a mejorar Ias estrategias

preventivas, de diagndéstico y de tratamiento.



1.2. ALTERACIONES PATOLOGICAS Y MANIFESTACIONES CLINICAS

La FQ tiene una expresividad muy variable y es progresiva; con disfuncién de los

sistemas respiratorio, digestivo y genitourinario asi como de las glandulas sudoriparas.

A) Glandulas sudoriparas

El signo mas consistente de la FQ es la concentracién elevada de CI, Na* y K en la
secrecion de las glandulas sudoriparas. Gracias a los estudios de gran valor clinico,
realizados en 1953 por Di Sant’Agnese, quién observo que los pacientes con FQ perdian
una gran cantidad de sal a través del sudor,® se desarrollo una prueba para el diagnédstico
de la enfermedad: la determinacién de cloruros en sudor. Estas concentraciones pueden
medirse a través de un iontofotémetro después de la estimulacién con pilocarpina y un
valor mayor a los 60mEq/|, es sugestivo de que el paciente presenta fibrosis quis‘(ica.5 La
elevacion de cloro en el sudor de los pacientes con FQ se debe a |a falla en |a reabsorcién
del ion cloro en los ductos de las glandulas sudoriparas, lo cual puede ser riesgoso en caso
de pérdida salina excesiva, ya que ocasiona alcalosis hipoclorémica e hiponatrémica, sobre

todo en presencia de vomito, diarrea o exposicion prolongada al sol ? (Fig. 1)
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FIGURA 1. REPRESENTACION ESQUEMATICA DE LA PRODUCCION DE SUDOR Y DEL TRANSPORTE DE
ELECTROLITOS EN UNA GLANDULA SUDORIPARA NORMAL. Se muestra el mecanismo celular del transporte

de electrolitos en las celulas epiteliales del ducto y el tallo de la gldndula sudoripara. J



B). Sistema respiratorio

La afeccion del tracto respiratorio y las infecciones persistentes son las principales
causas de muerte entre la primera v la cuarta décadas de la vida,’® es la primera causa de
morbilidad v es la responsable del 95% de la mortalidad de los pacientes con FQ.***? Se
caracteriza por la obstruccion de las vias aéreas debida a exceso de secreciones mucosas
viscosas y espesas con una mayor capacidad de adherencia que se acumulan en el lumen
de las vias respiratorias que provocan un proceso inflamatorio localizado, asi como
infecciones cranicas y recurrentes por microorganismos oportunistas, comao Pseudomona
geruginosa y Staphylococcus aureus. Este proceso genera bronquiectasias, que conducen
a un cuadro restrictivo-obstructivo en las vias respiratorias con hipertensién arterial

pulmanar y posteriormente cor-pulmonale crénico.”?

C). Sistema Digestivo

Otras manifestaciones relevantes en FQ son las alteraciones que comprometen al
tracto gastrointestinal y glandulas anexas. E! 85% de los pacientes sufre de insuficiencia
pancreatica (IP) y el resto muestra una funcién pancredtica suficiente (SP) para permitir
una digestién normal. La clasificacién de los pacientes se basa en la presencia (IP) o
ausencia {SP) de esteatorrea secundaria a la mala digestién y mala absorcién de las grasas.
La IP puede conducir a desnutricién y cuadros carenciales de vitaminas A, D, E, X, zinc,

221 En contraste con la afeccién pulmonar, el pancreas muestra una respuesta

etc
inflamatoria muy pobre. Los hallazgos patolégicos pueden ser evidentes desde el ultimo
trimestre de la gestacién y conforme la dilatacion de los acinos progresa, la fibrosis del
pancreas se hace mas aparente y en estados mas avanzados el tejido pancreatico es
reemplazado por tejido adiposo vy fibrosc. De hecho, la apariencia patologica distintiva de
este organo condujo a Dorothea Anderson a denominar esta enfermedad “fibrosis quistica
del pancreas”.’® En la segunda década de la vida la funcién endocrina del pancreas se
encuentra afectada en el 27-42% de los pacientes, aunque solo el 8% de los casos
desarrolla diabetes insulino-dependiente. Otra alteracion del aparato digestivo es la

afectacion hepatica que se ha encontrado en el 25% en las autopsias de los pacientes con
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FQ, pero sélo del 2 al 15% desarrolla cirrosis biliar.™ Aproximadamente el 20% de los
recién nacidos con FQ presenta fleo meconial causado por el acumulo de meconio en la

. . . . . .. . el 217
region distal del intestino, probablemente por insuficiencia enzimatica temprana.”

D). Tracto genitourinario

Aproximadamente el 99% de los varones con FQ presenta infertilidad por
azoospermia, con alteracién de las estructuras Wolffianas y la consecuente obstruccién,
atrofia o ausencia de los conductos deferentes, epididimo y vesiculas seminales. Estos
cambios anatémicos explican la ausencia de espermatozoides durante la eyaculacion, a
pesar de que en estos pacientes existe una espermatogénesis normal'®. La esterilidad por
azoospermia obstructiva aislada puede ser la expresién minima de una FQ atipica, por lo
gue esta entidad debe considerarse en el diagnostico diferencial de cualquier individuo
con esterilidad por azoospermia obstructiva. En las mujeres con FQ la esterilidad es poco
frecuente {3-5%) y puede deberse a alteraciones en el moco cervical, amencrrea o ciclos
de anovulacién debidos a la gravedad del cuadro clinico o al estado nutricional. ¥ Enlas

pacientes fértiles la mayoria de los embarazos ha tenido un curso normal.

I. 3. HERENCIA

La FQ presenta un patrén de herencia autosémico recesivo, afecta a ambos sexos y
su transmision es horizontal, es decir generalmente sélo hay individuos afectados en una
generacion. En el individuo con FQ las mutaciones se encuentran en ambos alelos del gen
CFTR; se les denomina homocigotos cuando éstos portan mutaciones idénticas vy
heterocigotos compuestos cuando la mutacion en cada uno de los alelos es diferente.

Una pareja de portadores (un alelo afectado y uno normal: heterocigotos sanos)
en cada embarazo tiene un riesgo de tener hijos afectados del 25%, hijos portadores del
50% e hijos sanos del 25%. Este padecimiento, como todos los autosémicos recesivos, se
presenta con mayor frecuencia en las poblaciones con un alto {ndice de endogamia vy
consanguinidad. En una poblacién, los portadores de una mutacion en un gen recesivo

siempre son mas frecuentes que los afectados (principio de Hardy-Weinberg)."?



1.4. DIAGNOSTICO.

El diagndstico se realiza con base en |a presencia de al menaos dos criterios clinicos
y la evidencia de disfuncion de la proteina CFTR. Los criterios clinicos se basan en la
presencia de enfermedad pulmonar con colonizacion ¢ infecciones persistentes y
recurrentes, alteraciones gastrointestinales, sindrome de pérdida de sal, azoospermia
cbstructiva, asl como el antecedentes de un hermano con FQ. La evidencia de disfuncion
de la proteina se demuestra a través de dos concentraciones elevada de cloruros en sudor

y/o la identificacién de mutaciones en el gen CFTR causantes de la enfermedad.”

[.5. GEN CFTR.

En 1989 se clono el gen responsable de la FQ (CFTR/ABCC7, OMIM #602421)
mediante las estrategias de caminata y salto cromosémico (clonacién posicional}, a partir
de marcadores gendmicos: D7515, MET y D758, estrechamente ligados al gen CFTR (Fig
2).2%% posteriormente se dilucidé su secuencia completa, se caracterizaron algunas
mutaciones responsables de la enfermedad y se dedujo la secuencia de su producto
proteico. Asi, el gen CFTR se localiza en la banda gq31 del cromosoma 7, contiene 250 kb,
consta de 27 exones y se transcribe en un mRNA de 6.5kb (Figura 1).*?® La identidad del
gen se confirmé por la presencia de una mutacion, del tipo delecién, de tres pares de
bases en el exén 10 (mutacidon AF508) de los pacientes con FQ gue no se ohservd en
individuos normales.*® La region 5'de este gen se caracteriza por un gran contenido de G-C
{aproximadamente un 65%) y no presenta caja TATA, de tal manera que el promotor del
gen CFTR es similar al de los genes con expresion constitutiva, sin embargo, la expresion

del gen parece estar altamente regulada y confinada a ciertos tejidos. %

Al parecer, los
niveles de expresion del gen estan modulados por cAMP, PKA, PKC y esteres de forbol. Los
patrones de expresion tejido especifico de CFTR son similares entre las diferentes especies
de mamiferos, sugiriende la presencia de elementos reguladores conservados

evolutivamente, aunque se han reportado multiples sitios de iniciacién en el gen gue

parecen ser especie-tejido-especifico.*’
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FIGURA 2. LOCALIZACION DEL GEN CFTR EN EL CROMOSOMA 7. A la izquierda se muestra un diagrama del

cromasoma 7 y a la derecha la region q31-33 donde se localiza el gen CFTR y los marcadores genéticos

L.
aledarios.

En multiples estudios realizados tanto en tejidos de individuos normales como de
individuos con FQ se ha logrado identificar, ademas del mensajero completo de CFTR,
varias moléculas de mRNA gue han perdido los exones 4, 9 ¢ 12. El transcrito mas comun
es aguél en el que se ha perdido el exdn 9 (transcrito 97} que, aunque genera un mRNA
con marco de lectura abierto, no se traduce en una protelna funcional y parece no estar
conservado entre las especies.?® Este transcrito se encuentra en una proporcion que varia
de 10-92%, dependiendo de la presencia de un polimorfismo que consiste en tres
variantes alélicas de un tracto de politimidinas {5T,7T y 9T) localizado en el sitio aceptor
de splicing en el intrén 8; por ejemplo los homocigotos 5T producen mayares niveles del
MRNA sin el exdn 9 (89-92%) que los homocigotos 7T (50%) vy 9T {8-10%). La eficiencia del
splicing del exén 9 parece ser tejido especifica, ya que la proporcion del transcrito 9° es
mavyor en células de los vasos deferentes, independientemente del nimero de timidinas.?
Aungue el significado biologico de estos procesamientos alternativos aln no esta clarg, en
algunas poblaciones se ha observado una asociacidon entre el alelo 5T y la ausencia

bilateral de conductos deferentes (CBAVD), azoospermia obstructiva y bronquiectasias.*




L6. LA PROTEINA CFTR

El gen CFTR codifica para una glicoproteina transmembranal de 1,480 aminoacidos
y 170 kDa. Esta proteina funciona como un canal de cloro y por su papel fisiologico se
denomina proteina reguladora de la conductancia transmembranal de la FQ o CFTR {del
inglés Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Jﬂ?egulator).22 Se expresa en una gran
variedad de tejidos especialmente: pulmén, pancreas, glandulas sudoriparas, intestino,
higado, mucosa nasal, glandulas salivales y tracto reproductivo. La proteina CFTR presenta
una gran homologia estructural con la familia de proteinas ABC (cassette de unidn a ATP),
gue son proteinas integrales de membrana que contienen dos segmentos repetidos
constituidos por dos dominios transmembranales (TMD1 y TMD2) y dos dominios que
interaccionan con ATP (NBD1 y NBD2). A diferencia de las otras proteinas de la familia
ABC, CFTR contiene ademas, un dominio regulador (dominio R} (Figura 3).2% %

La proteina CFTR esta anclada a ia membrana citoplasmatica por los dos TMDs,
cada uno organizado en 6 segmentos {TM1-TM12} que atraviesan la membrana formando
un poro que constituye el canal de cloro. Con base en los efectos que producen algunas
mutaciones encontradas en pacientes con FQ, se ha deducido la presencia de varios
residuos de aminoacidos en los dominios TMs de la proteina CFTR, los cuales son
particularmente importantes para la conductancia de iones, como es el caso de los
residuos de arginina y asparagina.32

Los dominios NBDs presentan secuencias que se encuentran c¢onservadas en las
proteinas que unen e hidrolizan ATP. Interesantemente las estructuras primarias de los
dos dominios NBDs sélo presentan un 29% de homologia entre sus aminodcidos y parece
ser que NBD1 y NBD2 contribuyen de manera diferente a la regulacion del canal. Se ha
propuesto que el NBD1 se fosforila después de una fosforilacion parcial del dominio R, lo
que permite la apertura del canal, mientras que la fosforilacion completa del dominio R,
conduce a la fosforilacion de N8D2 causando el cierre del canal; de tal manera gue el
grado de fosforilacidon del dominio R regula la actividad del canal.’?? Existen evidencias

experimentales que demuestran que la CFTR, ademds de ser un canal de cloro



dependiente de cAMP, puede tener otras funciones, por ejemplo el transporte de

. y , . 3
bicarbonatoy la regulacién de otros canales endégenos de cloro y calcio. >3
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FIGURA 3. REPRESENTACION HIPOTETICA DEL GEN FQ Y DE LA PROTEINA CFTR. a) Estructura del gen FQ;
los rectdngulos verticales representan los 27 exones del gen CFTR. b} estructura primaria de fa proteina CFTR
y sus dominios principales. ¢) Modelo de la estructura secundaria de la proteina. *

I.7. MUTACIONES EN EL GEN CFTR

Actualmente el Consorcio Internacional de FQ (CFGAC - www.genet.sickkids.on.ca)
ha reportado mas de 1,800 mutaciones diferentes y alrededor de 200 polimorfismos en el
gen CFTR (Figura 4). Su distribucion en el gen no parece ser al azar, ya que se ha detectado
una alta frecuencia de mutaciones en ciertos exones como el 4, 7, 11, 17by 20.%°

En general, la naturaleza de las mutaciones es diversa: cerca de la mitad son de
sentido erréneo y el resto son mutaciones sin sentido, pequefias deleciones o inserciones
que alteran el marco de lectura, mutaciones gue afectan los sitios de splicing, grandes
deleciones y otras clasificadas como complejas (Figura 4).*° Adicionalmente ciertas
mutaciones puntuales en realidad son polimorfismos de un solo nucledtido (SNPs} que

potencialmente podrian afectar la expresién de CFTR. Algunos de ellos interfieren con las



senales de splicing mientras que otros ocurren en regiones codificadoras del gen; de estos
ultimos, alrededor del 50% dan lugar a sustituciones de aminoacidos.>”>?

Se ha observado una gran heterogeneidad en el espectro de las mutaciones del
gen CFTR, particularmente en el Sur de Europa y América Latina. La mutacion mas
frecuente es la AF508, una delecion de tres pares de bases en el exon 10 que elimina el
codon para la fenilalanina en la posicion 508 de fa proteina. Esta mutacion se ha
detectado en el 66% de todos los cromosomas FQ, sin embargo, en las diferentes
poblaciones su frecuencia varia entre el 17.9% y 87.5% de los alelos afectados.*

Estudios realizados en diferentes regiones de México han mostrado una frecuencia
de la mutacién AF508 de 45% en la region Norte, 34.4% en el Occidente y 40.7% en la

41-43

region Centro. Estas frecuencias son significativamente menores a las reportadas a

nivel mundial (66%), en poblacién caucdsica (77%) y espaiiola (52.7%),°>® pero muy
similares a las observadas en poblaciones latinas de Estados Unidos (46%), Brasil (47.7%),
Colombia (35.4%) y Venezuela (29.6%)."’0 Las otras mutaciones en el gen CFTR sgn poco
comunes, y aungue algunas son frecuentes en ciertas poblaciones, la mayoria se
presentan en menos del 1% de los cromosomas FQ. Inclusive, la segunda mutacién mas
comun [G542X), se detecta sélo en el 2.4% de los alelos CFTR afectados, aun cuando en
México, Colombia, Espafia vy las Islas Canarias, se ha detectado en una proporcién mas alta

(6.1, 6.3, 8 y 25% respectivamente).*®

Es importante sefialar que la deteccion de las
mutaciones en el gen CFTR es sumamente compleja en poblaciones con una alta
heterogeneidad genética. En la poblacidon mexicana el 51% de los genes son de origen

47 4 e
“%De hecho, nuestra poblacién es

amerindio, el 45% europeos y el resto africanos (3.7%}).
una de Yas que ha mostrado mayor nimero de mutaciones, incluso siete de ellas sélo se
han documentado en México: 2055del9—A, 1924del7, WI1098C, 846delT, P750L,
4160insGGGG y 297-1G—A."* Asi, mientras que en la poblacién mexicana apenas se
identificaron cerca del 75% de todos los cromosomas afectados (con la identificacion de

. 4 . P s
34 mutaciones),”® en otras poblaciones como la caucasica, la busqueda de las 5

mutaciones mas frecuentes (AF508, G542X, N1303K, R553X y G551D), logra la deteccidn



de hasta 95%. Por lo que se cbserva gue la complejidad del espectro de las mutaciones

observada en nuestros pacientes demuestra la gran heterogeneidad de nuestra poblacion.

B )
HHHEEHAEHHHHEHAHAA
ORI OO G TR L (ORI § W U RN s sesoo
| I | I S
By om0 T Wt M sesToo erroneo
HINIOIOON OO TR O om0 WY W s actox ver
ferane 1 0 w1 | W | sropeseuicing
b I | e T (I POLIMORFISMOS
IV TR0 10 ORS8O RNV RC O R RN | [ o
C)N'H oo LI T 11 5 ot R0 U3 = L i 2 e 1 0 et COOH
T™M1 NBD1 R TM2 NBD2
Ziglesshi sad Tsur L-Ch Ann. Rev. Genetes {1995)

FIGURA 4. DISTRIBUCION DE LAS MUTACIONES EN EL GEN CFTR. a) Gen FQ. b) Las lineas verticales
representan cada una de las mutaciones caracterizadas. C} Dominios de la proh\a[na.zS

1.8. BASES MOLECULARES DE LA DISFUNCION DEL CANAL CFTR

Con la finalidad de entender mds acerca de la fisiopatologia de la FQ, fas
mutaciones se han clasificado en cinco clases de acuerdo con la alteraciéon que se genera
en la proteina.

Clase I: mutaciones que bloquean la sintesis de 1a proteina. Cerca de la mitad de
las mutacicnes en el gen CFTR gue pertenecen a este grupo conducen a la formacion de
proteinas truncadas y no funcionales. Entre ellas se encuentran aguellas que generan
codones de terminacién (18%), corrimiento del marco de lectura (22%) y las que afectan el
splicing del mRNA (8%). Las dos primeras generalmente causan ausencia total de la

proteina.”®



Clase lI: mutaciones que afectan el procesamiento postraduccional. La biosIntesis
de la proteina CFTR requiere pasos de maduracién complejos, por lo que algunas
mutaciones, como la AF508, afectan este proceso y generan péptidos anormales que
quedan atrapados en el reticulo endoplasmico {RE} donde son degradados por el sistema
ubiquitina-proteosoma (vida media de 0.5h).***°

Clase Ill: mutaciones que afectan la regulacion del canal de cloro. Las mutaciones
clasificadas en esta categoria son aquellas que generan proteinas que parecen estar
correctamente localizadas en la membrana apical, pero que no funcionan adecuadamente
como un canal idnico. Algunas de estas mutantes afectan los dominios NBDs y el dominio
R (Figura 4).>* El grado de alteracion puede variar desde una leve reduccidn de la actividad
del canal {mutaciones G551S, G1244E y G1349D) hasta la pérdida grave de su funcion
(mutaciones G551D y $1255P).*

Clase IV: mutaciones que afectan la conductancia del canal de cloro. Estas
mutaciones se localizan en regiones del gen que codifican para algunos de los segmentos
TMs de la proteina;53 por ejemplo la R117H en la region TM2, la G314E y G314Q en TM5 v
la R334W, R347P y R347H en TM6. En estos casos aungue la regulacion del canal es
adecuada, su conductancia es anormal. Estudios recientes mostraron que algunas
mutaciones del dominio R también pertenecen a este grupo.”

Clase V: mutaciones que causan reduccion en la sintesis de la proteina. Las
mutaciones de esta clase incluyen aquellas localizadas en el promotor y que reducen la
transcripcion y las mutaciones puntuales que conducen a un splicing erroneo o a

sustituciones de aminoacidos como la P574H y la A455E. Las proteinas mutantes tienen



una actividad normal tanto en regulacion como en conductancia, sin embargo su
procesamiento postraduccional es ineficiente.?®

1.9. CORRELACION GENOTIPO-FENOTIPO.

Existe una clara variabilidad en la presencia o gravedad de cada una de las
manifestaciones clinicas de la FQ y parece ser que esto, en parte, es la consecuencia del
gran espectro de las mutaciones en el gen CFTR.”® El andlisis de la funcionalidad de
algunas mutaciones expresadas en ovocitos de Xenopus laevis, revelé que la corriente de
cloro generada se encuentra reducida en el siguiente orden: silvestre > mutante con
funcién residual > mutante no funcional,”® lo cual sugiere que existe correlacién entre el
genotipo y la funcién del canal de cloro. Diversos estudios han tratado de encontrar las
caracteristicas clinicas que comparten los pacientes con FQ que portan un mismo
genotipo (correlacidn fenotipo-genotipo) y han logrado clasificar a las mutaciones en
graves (clase I, 1, o W) y leves (clases IV o V), donde las primeras ocupan
aproximadamente el 92% de todas las mutaciones.””

De todos los sintomas analizados, solo la funcion pancredtica correlaciona
directamente con el genotipo de los pacientes. En general, los pacientes con IP son
homocigotos o0 heterocigotos compuestos para dos mutaciones graves, mientras que las
pacientes con SP son homocigotos o heterocigotos compuestos para mutaciones con
funcion residual. Como en todas las enfermedades recesivas, las mutaciones leves son

dominantes sobre las graves.””®°



1.10. GENES MODIFICADORES.

Con excepcion de |a funcién pancredtica, el resto de las manifestaciones clinicas de
la FQ varia incluso entre hermanas que comparten el mismo ambiente. Asi, la presencia
de las diferentes mutaciones en el gen CFTR explica sélo parcialmente la heterogeneidad
clinica de la FQ, por lo que se ha propuesto la participacion de genes modificadores, que
aungue no participan en la eticlogia de la enfermedad, tienen un gran impacto en la

& . . R
162 Existen evidencias de que estos

gravedad de las manifestaciones clinicas {Figura 5).
genes contienen polimorfismos, principalmente SNPs, cuyas variantes alélicas son las
responsables de la diferencia en la expresividad de la gravedad entre pacientes con un
mismo genotipo CFTA.

Un focus modificador es un rasgo genético, distinto al que produce la enfermedad,
que promueve una diferencia cuantitativa o cualitativa en cualquier aspecto del fenotipo
de la enfermedad. En FQ, basandose en la secuencia y la variabilidad de la gravedad de las
manifestaciones pulmonares, los genes modificadores incluyen canales de iones de cloro
no-CFTR, asi como genes involucrados en la defensa del huésped, inflamacién, reparacién
epitelial, produccion de mucina y respuesta de la via aérea.®

En esta enfermedad la gravedad de la afectacién pulmenar y la susceptibilidad a
infecciones por microorganismos oportunistas puede estar modificada por diversos genes
gue participan en la respuesta inmune, tales coma: HLA Clase li, as-antitripsina {a,-AT),
op-antiquimotripsina (a;-ACT), lectina de unién a manosa (MBL), factor de necrosis

tumoral alfa (TWF-a), algunas citocinas y sus receptores, glutation S-trasnsferasa (GST-

M1), factor de crecimiento transformante B-1 (TGF-B1), éxido nitrico sintetasa (NOS3),

13



receptor [3; adrenérgico (ADR[;), entre otros (TABLA 1).

64,65

Por otro lado, el ileo mecanial

ocurre sélo en pacientes con IP, sin embargo se ha documentado que la presencia de esta

manifestacion se asocia a un /ocus del cromosoma 19 (19q13.2),66 aungue aun no se han

logrado caracterizar genes modificadores en esta region. Otra de las manifestaciones

clinicas que parece estar influenciada por genes modificadores es la afectacion hepatica,

donde se ha observado que ciertos SNPs del gen MBL2 confieren un mayor riesgo de

fa 7
presentar problemas hepaticos graves.6

TABLA 1. Genes modificadores de fenotipo pulmonar en pacientes con FQ.

Gen

_ candidato

Al-AT

Al-ACT

HLA CLASE HI

MBL2

Efecto en el fenotipo pulmanar de FQ

Mutaciones que producen deficiencia de leve a
moderada de al-AT, parecen estar asociados con una
enfermedad pulmonar menos grave cuando se compara

con aquellos pacientes FQ con actividad normal.

Las concentraciones reducidas en plasma de gl-ACT
resultan de dos mutaciones puntuales Leu55Pro vy
Pro229Ala; ambas estan asociadas con enfermedad

pulmonar obstructiva crénica.

Se ha detectado una asocciacion significativa con los
alelos DR4 y DR7, con atopia y con la colonizacion

cronica por Pseudomonas.

Se ha observado una relacién entre los niveles de la
lectina de unién a manosa {MBL) y la severidad
pulmenar, al igual que riesgo a infeccion por

Burkholderia cepacia.

Referencia
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CITOCINAS La respuesta inflamatoria mediada por citocinas en FQ | 65

se caracteriza por la disminucién de IL-10, e incrementos

en la produccion de TNF-q, IL-1, 1L-6 e |L-8.

Asi, la heterogeneidad clinica observada en los pacientes con FQ parece ser la
consecuencia de la interaccion entre alelos CFTR mutados, un gran nimero de variantes

en otros genes y el ambiente {figura 5).
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FIGURA 5. ESQUEMATIZACION DE LA CONTRIBUCION DE CFTR A LA VARIACION EN LA
ENFERMEDAD EN ORGANOS Y SISTEMAS AFECTADOS EN FIBROSIS QUISTICA.®



A) BASES DE LA VARIACION GENETICA.

La secuencia de DNA de dos individuos no relacionados es aproximadamente 99.9%
idéntico. El 0.1% restante contiene variaciones {polimorfismos) que pueden influir en la
susceptibilidad o gravedad de una enfermedad, asl como afectar la respuesta a farmacos.
El término de polimorfismo se refiere a variantes genéticas comunes en la poblacion
general que ocurren con una frecuencia mayor al 1%. En éstas se incluyen variantes como
deleciones o inserciones multi-base (polimorfismo insercion delecién), variaciones de
repetidos (repetidos cortos en tandem) o con el cambio de un solo nucledtido
{polimorfismo de un solo nucledtido o SNP), que recientemente han recibido una mayor
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atencidn por su alta prevalencia en el genoma y su implicacién en diversas patologias. 3

B} GEN ALFA1-ANTITRIPSINA {a1-AT).

En la via aérea, el proceso de inflamacién crénica implica la produccidn en exceso
de proteasas destructivas, como la elastasa del neutrdfilo (NE). La NE produce dafio
pulmonar al hidrolizar todas las proteinas importantes del tejido conectivo que cubren la
matriz aérea y pulmonar.® Su exceso ha sido implicado en el dafio pulmonar en pacientes
fumadores y con FQ. En estos dltimos, el resultado es el incremento de las secreciones y
su interferencia con la eliminacién de patégenos, particularmente de Pseudomonas. > En
individuos sanos, la accion de la NE es controlada por la al-antitripsina (al-AT), una
glucoproteina de fase aguda altamente polimorfica secretada por hepatocitos vy
monocitos, cuya funcion es inhibir la proteasa de serina que se une a la NE y por
consiguiente, inhibe la ruptura del tejido eldstico pulmonar. Se han reportado en
pacientes con FQ niveles normales a elevados de «al-AT, durante los cuadros de

infecciones pulmonares. &

Los pacientes con la forma hereditaria de deficiencia de al-AT estan en riesgo de

enfisema, por lo que se ha postulado que los pacientes con FQ gque coexisten con



deficiencia de al-AT podrian tener un fenotipo putmonar mas grave. Sin embargo, los

resultados han sido inconclusos ya que el tamafio de muestra es pequerio.

a. GEN a1-AT Y SUS VARIANTES ALELICAS.

El gen de al-AT estd localizado en 14924.3-q32.1 y estd constituido por 10.4kb.
Contiene 5 exones, de los cuales el exén 1, la porcion 5’ del exén 2 y la porcidn 3’ del exdn
5 son regiones no codificantes. ’* En este gen se han descrito mas de 70 variantes alélicas,
pero las mas importantes clinicamente son los alelos S (Glu264Val} y Z (Glu342Lys), los
cuales se encuentran en el 12% de la poblacion del Reino Unido. Con base en el un analisis
de haplotipos, se ha indicado que el alelo Z tiene un solo origen en poblacidén caucasica.
Debido al gradiente de norte a sur observado en las frecuencias de Europa (5% en
escandinavos, 4% en britanicos, 1-2% en europeos del sur) se ha propuesto que el
ancestro comun se originé en el norte de Europa hace mas de 6,000 afios. Ademas, existe
evidencia de que en la poblacidn blanca de Estados Unidos la frecuencia de heterocigotos
es de 3% para este alelo, similar a lo detectado en poblacion europea. Curiosamente la
distribucidn de fa variante S se observa de manera inversa, ya que se ha encontrado una
frecuencia mayor en el sur {10%) y menor en el norte (5%) de Europa. En forma general,
se considera que 1 de cada 10 individuos de origen eurcpeo, es heterocigoto para
cualguiera de estos alelos.”® Asi mismo, en Estados Unidos,® se realizé un estudio en el
centro de investigacion y tratamiento para pacientes con FQ en la Universidad de Carolina
del Norte, donde se encontré una frecuencia del 8% para el alelo Sy del 4% para el alelo Z

(Tabla 2).

TABLA 2. Variante alélicas de al-AT

Qariante alélica | Frecuencias Genotipos Efecto

Alelo S (Glu264Vval) - 8%* MS-SS L al-AT
Alelo Z (Glu342Lys) 4%* MZ-ZZ dal-AT
3’ Enhancer (1237G>A) Alelo A: 12%** i GA:-AA | Tal-AT



Referencia:* 76, **77

Existe otra variante puntual (1237G>A} en este gen, encontrada en un enhancer de
la region no codificante hacia 3’, que se asocia con una mejor funcion pulmonar en
paciente con FQ. Esta variante tiene una frecuencia aproximada de 12.4% en un estudio
de poblacién general irlandesa.”” En México, e incluso en poblacidn Latinoamericana, la

frecuencia de las variantes alélicas de este gen, se desconocen.

b. EFECTOS EN LA PROTEINA EN DIFERENTES ESTUDIOS.

La actividad de la proteina a1-AT, en presencia del alelo S {(MS 0 SS} vy Z (MZ o 7Z)
estd disminuida, encontrandose concentracicnes plasmaticas del 60% y del 10%,
respectivamente.ss Doring vy cols. {1994) fueron de los primeros que observaron una
deficiencia de la proteina a1-AT en pacientes con FQ que presentan infecciones a edades
tempranas y de forma crénica por Pseudomona aeruginosa (Psa), aunque la funcion
pulmonar no se alteré de forma significativa.?8 En controversia, en 1998 Mahadeva y cols.
mostraron que aquellos pacientes con FQ y deficiencia de al-AT tenian mejor funcién
pulmonar y su asociacién con infeccidn temprana por Psa no fue significativa, por lo que
sugerfan que estas variantes del gen al-AT eran un factor protector.”” Ademas, estos
mismos autores, posteriormente demostraron que las frecuencias de los alelos Sy Z en
pacientes con FQ fallecidos por complicacién pulmonar y pacientes transplantados eran
similares a aquellas reportadas previamente por Drumm y cols. en pacientes vivos con
FQ.5 Asi mismo, Frangolias y cols. no encontraron relacién entre la deficiencia de al-AT
con la funcion pulmaonar, edad de primer cuadro de infeccién por Psa y transplante o

73
muerte.

Un grupo de Irlanda reportd 16 pacientes (de 134) con una variante puntual (Alelo
A - 1237G>A) localizada en un enhancer localizado hacia 3’ del gen, que produce

incremento de niveles séricos de al-AT y por o tanto, se asocia a un mejor prondstico en



63, 68

los pacientes, aunque estudios posteriores no han encontrado una diferencia

\ e . . . . . 77
significativa entre esta variante puntual y su nivel plasmatico en pacientes con FQ. 79 En
la tabla 3 se resume la funcién de la proteina en relacién con las variantes alélicas

encontradas en los diferentes estudios.

TABLA 3. Gen al-AT como modificador del fenotipo pulmonar en pacientes con FQ

Gen Variante | Efecto de la Grupos Asociacion Referencia
| s variante comparados
(n)
;\1—AT S, Z *Disminucio MM(137) wvs. NS paraFEV1 78
n de al-AT MS(12)y {Prospectivo).
sérica MM (137} wvs.
MZ(9).
Casos: MS, MZ, SS, MM(102) wvs. Inicio temprano de | 78
ZZ. MS(9), MZ(8). infeccion por Psa.
Testigo: MM

Alelos de riesgo

| MM (127) vs. | FEV1 elevado para 79
MS(16), SS(1), = MS, SSy MZ.
MZ(3). NS para Psa.

Pacientes No incremento = 80
fallecidos por @ significativo en las
complicacion frecuencias de
pulmonar {72) ‘ alelos Sy Z.

vs. poblacién

general |

MM(616) vs. NS entre deficiencia 73
MS(69), de al-AT y funcién
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SS{13), pulmonar, edad de
MZ(18). primer cuadro de
Psa, transplante o

muerte,

Al-AT | G1237A **Increment = GG(108) vs. Menor progresién | 68
oenal-AT GA, AA(16) . pulmonar, menor
- exacerbacién
infecciones, menor

colonizacion Psa.

Casos: GA, AA GG{122) vs.| NS para funcion | 79

Testigo: GG GA(20), AA(1) pulmonar ni para

Alelo de proteccion edad de inicio de
Psa.

GG(b14) wvs. | Estado pancreatico | 79
GA(95), AA(7) ! (suficiente vs.‘

Insuficiente).

GG(283) wvs. | Mejoria de | 77
. GA(35), AA(2) = %predFEV1

Mahadeva v cols. no encontraron un efecto significativo de la variante menor en
este enhancer de al-AT en 21 de 150 pacientes con FQ para enfermedad pulmonar grave
y edad del primer cuadro de infeccion por Psa y de igual forma, Frangolias DD y cols.
concluyeron que ésta no predice la gravedad de la enfermedad pulmonar y que tampoco

esta asociado con un resultado clinico mas grave o edad de inicio de infeccién por Psa. *%%®

Sin embargo, en un estudio reciente Courtney y cols., encontraron que los
pacientes con el alelo A de {a variante presentaron una mejor funcion pulmonar {(genotipo
AA/AG: %predFEV1 70.8 +3.9 (media+ES); genotipo GG: %predFEV1 62.0 +1.4; con un

valor de p = 0.037), aunque tampoco encontraron diferencia significativa de los niveles
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séricos de al-AT entre el genotipo AA/AG (1.64 +0.06 g/l} y el genotipo GG (1.82 +0.08

g/h.”

Dado los hallazgos controversiales aportados por estos estudios, es importante
definir en nuestra poblacion la relacion de estas variantes con la presencia o ausencia de

manifestaciones pulmonares en los pacientes con FQ,

C) GEN ALFA1-ANTIQUIMOTRIPSINA (a1-ACT).

la al-antiquimotripsina (al-ACT) es una glucoproteina de cadena Unica que
pertenece a la familia de los inhibidores de proteasas de serina, secretada por monocitos,
hepatocitos y astrocitos. Es un inhibidor de catepsina G, la cual es otra proteasa de serina
con actividad bactericida sobre gram-negativos. También inhibe a los mastocitos y est3
implicada en la modulacion de funciones celulares e inmunologicas. Su deficiencia se ha
asociado con enfermedad hepatica e incremento del volumen residual en pruebas de

funcion pulmonar, ¥

En el humano, el nivel sérico normal de a1l-ACT es cerca de una décima parte de la
concentracion de al-AT, con la cual comparte homologia en la secuencia de nucledtidos v
de aminoacidos. Su deficiencia hereditaria es rara, estimandose en una frecuencia de 3
casos por cada 1,000 individuos de poblacién europea y se asocia a disfuncion hepdtica y

pulmonar en poblacién sueca. ®

a. Gen al-ACT, sus variantes alélicas y efecto funcional sobre la proteina.

El gen de al-ACT se localiza en 14q31-q32.3, el cual se sobrelapa con el gen de al-
AT en una regién de 220kb, constituyendo un cluster génico. Las variante alélicas del gen
al-ACT resultan de cambios de un solo nucleétido y por lo general producen disminucién

de su concentracién plasmatica.
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La presencia de las variante -15Thr en el péptido sefial de la proteina al-ACT
disminuye la concentracion de al-ACT en relacion con -15Ala, lo cual se asocia con
enfermedad pulmonar mas grave. Los cambios de Leu55Pro reducen los niveles
plasmaticos en heterocigotos hasta en un 59% de lo normal. Este se ha asociado con

70,81

enfermedad pulmonar obstructiva créonica (EPOC). Las frecuencias alélicas se

encuentran en la tabla 4.

TABLA 4. Variantes del gen a1-ACT.

Variantes alélica Frecuéncias Genotipos Efecto

4 al-ACT
-15Thr>Ala *Thr: 0.43 Ala/Ala vs. Ala/Thr y

: {Ala/Thr y

G>A Ala: 0.53 U Thr/Thr

Thr/Thr)
Léu55Pro

Leu:?; Pro:? TC-CC 4 ol-ACT

T>C

Existen pocos estudios sobre variantes alélicas en el gen de al-ACT en pacientes

. i 7 \
con fibrosis quistica. Uno de estos es el de Mahadeva vy cols. ? quienes encontraron que
el genotipo Ala/Ala del péptido sefial del mismo gen, se asocia con un mejor porcentaje

predictivo de la FEV1 {p=0.004) y por lo tanto, con una mejor funcién puimonar. 7. 80

D) LECTINA DE UNION A MANOSA (MBL2)

La presencia de variantes alélicas en este gen se encuentra asociadas con mal prondstico y
muerte temprana de los pacientes con FQ; algunos polimorfismos en regiones reguladoras
y estructurales del gen, conducen a una marcada variacion en los niveles de MBL en
suero®®. En este gen se han descrito SNPs en los codones 54 (MBL2-B), 57 (MBL2-C), 52
{MBL2-D) que colectivamente son llamados MBL2-0. En individuos heterocigotos para
estas variantes, se ha encontrado 5 a 10 veces menos cantidad de las subunidades MBL2

en circulacion. Ademas, también existen polimorfismos localizados en el promotor de
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MBL2 que pueden afectar la transcripcién vy desregular significativamente las

concentraciones en suero de MBL. 7

E) OXIDO NIiTRICO SINTASA (NOS): La produccién de NO esta catalizada por una familia de
tres formas especializadas de NOS: NOS-neural {NOS1}, NOS inducible (NOS 2) y NOS
endotelial (NOS3), aunque la concentracion relativa de cada isoforma en humanos no esta
bien caracterizada. Datos recientes sugieren que existe una asociacién entre la
concentracion de NO en el aire exhalado (FENQ} en sujetos con FQ y una variable de
repetidos intrénicos en el gen polimérfico NOS1. De esta variable se han identificado 8
alelos diferentes que van de 9 a 16 repetidos del segmento AAT (> a 12). Sujetos con 8
repetidos de AAT demostraron concentraciones significativamente menores de FENO

cuando se compararon con aguellos que tenian menos repetidos (< a 12).6“1

F) GLUTATION-S TRANSFERASA {GST):

Las glutation S-transferasas pertenecen a una familia de enzimas de gran importancia en
mecanismos de desintoxicacién celular, eliminando xenobioticos o substancias nocivas
para las células. Estas enzimas catalizan el atague nucleofilico del sustrato fisiolégico,
glutation reducido 6 GSH {g-Glu-Cys-Gly) sobre el centro electréfilo de un gran nimero de
estructuras toxicas. En mamiferos estas isoenzimas (GSTs) existen como homodimeros o
como heterodimeros, tienen una masa molecular de aproximadamente 25 kDa por
subunidad y un sitio activo per monomero. Se clasifican en siete familias (alpha, kappa,
mu, pi, sigma, theta y zeta)} que se diferencian tanto en su secuencia, propiedades
inmunolégicas y papel fisologico Una de las isoformas de esta enzima esta representada
por un gen en el cromosoma 1 con 2 alelos activos, GSTM1-A y GSTM1-B, y un alelo no
funcional, GSTM1-0. Polimorfismos como llel05Val, en la Glutatiéon S tranferasa P1
(GSP1), otro gen antioxidante de esta familia de genes, ha sido asociado con
susceptibilidad a asma. Hay un estudio en donde reportan interaccién entre GSTM1 y
GSTPI, aungue noO es muy claroc a cual de estos genes se puede atribuir la respuesta a la

afeccion pulmonar.®
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G} FACTOR DE NECROSIS TUMORAL ALFA (TNF-a)

Se han descrito dos polimorfismos del gen TNF-a (6p21): TNFI (-238) y TNF2 (-308) que se
han relacionado con una elevada transcripcién del gen. TNF2 se ha asociado también con
un elevado riesgo de ciertos desérdenes inflamatorios e infecciosos, incluyendo bronquitis
crénica. Se ha descrito que pacientes con FQ gue portan al menos una copia de TNF2
presentan una enfermedad pulmonar més grave. Se ha discutido que la asociacién de los
alelos TNF2 con enfermedad pulmonar mas grave podria resultar del desequilibrio de
ligamiento que existe entre el focus TNF con genes cercanos al complejo mayor de
histocompatibilidad. *

.11. MEDICIONES DEL FENOTIPC PULMONAR.

No existe una clasificacion a nivel mundial para definir la gravedad del fenotipo
pulmonar, sin embargo, diferentes autores han tomado en cuenta los parametros gue se
muestran en la tabla 5 para definir a la enfermedad pulmonar en pacientes con fibrosis

guistica.

TABLA 5. Parametros tomados en cuenta para determinar la relacion de genes

modificadores y enfermedad pulmonar en pacientes con fibrosis quistica.

Referencia FEV1 FVC | Psa Brasfield Recaidas
Doring G et al., 1994. Pediatr

+ + + - -
Pulm.
Mahadeva R et al., 1998. Eur

+ . |+ + -
Resp J.
Frangolias DD et al., 2003. Am J

+ + + + +
Resp Cell Mol Biol
Henry MT et al, 2001. Eur )

- + + +

Hum
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Courtney JM et al, 2006.

Pediatr Pulm.

Mahadeva R et al, 2001.

Thorax.

Il. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

En México no se conoce la incidencia de la FQ, aunque la Asociacion Mexicana de
Fibrosis Quistica (AMFQ) estima gue es de aproximadamente 1 en 8,000 nacidos vivos. En
el Instituto Nacional de Pediatria son atendidos aproximadamente 25 casos nuevos por
afio de toda la Republica Mexicana. El diagnéstico se realiza clinicamente, con el apoyo de
la determinacién de cloro en sudor y actualmente la sobrevida de los pacientes con FQ es
de aproximadamente 10 afios. Aunque no existe mucha informacion sobre el
padecimiento en otras Instituciones del pais, los obtenidos en el INP son una muestra de
la situacién de la enfermedad en México. No es posible esperar una sobre vida mayor en
nuestros pacientes, si no se establece el diagndstico y el tratamiento de manera oportuna,
por esta razén es urgente reducir la brecha respecto a los paises desarrollados, en los

cuales la sobrevida de los pacientes con FQ es de 35 afios.

A la fecha se han logrado grandes avances para entender las bases moleculares de
la FQ. A pesar que desde hace varios afos se esta realizando el analisis molecular de
deteccion de mutaciones en el gen CFTR en familias mexicanas con fibrosis quistica,
todavia existe un nimero importante de pacientes con mutaciones aun no identificadas.
Esto puede ser debido a que la poblacién mexicana es una de las gue tiene mas amplio
espectro de mutaciones CFTR, lo gque ha hecho la deteccion de mutaciones CFTR
sumamente laboricsa y complicada. En estudios realizados en el norte, centro y occidente
de México el analisis de las mutaciones mas comunes (p.F508del, p.G542X, p.N1303K,

p.R553X and p.G551D) ha permitido la caracterizacion de sélo el 50% de los cromosomas
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afectados, mientras que en la poblacion caucasica, la busqueda de estas mismas

mutaciones puede alcanzar la deteccién de hasta el 98% de los alelos afectados.
Asi mismo, se sabe poco sobre la naturaleza de las mutaciones que afectan al gen

en nuestra poblacién y la forma en que influyen en las manifestaciones de este
padecimiento. Los primeros resultados publicados en 1993 por nuestro grupo, mostraron
una frecuencia de [a mutacion AF508 de 39%, considerablemente menor a la reportada a
nivel mundial e incluso a la de Espafia. En un segundo andlisis la mutacion G542X, se
encontré en el 7.2% de los cromosomas afectados, lo cual es similar a lo descrito en
Espafia, 8%. En el afio 2000 se lograron caracterizar el 74.6% de las mutaciones que
afectan 97 familias con FQ no relacionas mediante el manejo de nuevas estrategias de
busqueda de mutaciones desconocidas como: polimorfismo conformacional de cadena
sencilla (S5CP), heteroduplex multiple {mHET)} y secuenciacion automatica, identificando
asi, 34 mutaciones diferentes, siete de ellas fueron mutaciones nuevas en el gen CFTR,
exclusivas de la poblacion mexicana: 2055del9—A, 1924del7, W1Q98C, 846delT, P750L,
4160insGGGG y 297-1G—A. Desde entonces sabemos que el nivel de deteccion de las
mutaciones FQ en la poblacién mexicana es muy bajo en relacion a lo ohservado en ofras
poblaciones con una frecuencia relativamente alta de la mutacion AF508, como las del
norte de Europa. Este estudio y otros realizados por otros autores han demostrado gue los
pacientes mexicanos con FQ tienen un espectro de mutaciones diferente al descrito en
otras poblaciones, probablemente como resultado de heterogeneidad de la poblacién
mexicana que resulta principalmente de la mezcla entre poblaciones amerindias vy
caucasicas del sur de Europa. Asi, la caracterizacién de las mutaciones responsables de la
FQ en poblaciones con una amplia heterogeneidad genética comoc la nuestra es
indispensable para establecer estrategias de diagnostico, deteccidon de portadores y
diagndstico prenatal en pacientes con FQ.

Por otro lado, los estudios de correlacion del genotipo con el fenotipo de los
pacientes con FQ muestran gue la funcién pancreatica es la Unica manifestacion que
presenta una correlacidn con el genotipo CFTR, a diferencia de la funcién pulmonar donde

no se ha encontrado una clara correlacion. En particular, algunos pacientes con el mismo
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genotipo CFTR muestran diferente evolucion del dafio pulmonar. Asi mismo resuita
importante destacar que la mayoria de las familias incluidas han sido referidas por la
asociacion Mexicana de Fibrosis Quistica (AMFQ), en donde se estd llevando al cabo un
estudio para evaluar la tasa anual de deterioro pulmonar del paciente con FQ. Resultados
preliminares de esta evaluacion muestran que el género, el ileo meconial, la IP, la
colonizacion por Pa y la presencia de mutaciones graves en CFTR se relacionan con un mal
prondstico, pero no explican toda la variabilidad del cuadro pulmonar. Por esto, se ha
sugerido la presencia de otros factores genéticos, conocidos ahora como genes
modificadores, que influyen en la gravedad de las manifestaciones pulmonares.

El identificar y caracterizar las mutaciones CFTR presentes en nuestros pacientes y
definir el genotipo de diferentes variantes alélicas de diversos genes potencialmente
modificadores de la FQ, que se asocian con la gravedad de la afeccion pulmonar en
nuestros pacientes, permitira entender mejor la fisiopatologia de la enfermedad,
establecer un pronéstico de la evolucién clinica y disefiar estrategias de tratamientos
individualizados con base en el genotipo de los pacientes. Es muy posible que en un futuro

se logre mejorar la calidad y la sobrevida del paciente mexicano con FQ.

[1. PREGUNTA DE INVESTIGACION.
iExiste relacion entre la presencia de polimorfismos en los genes modificadores y la
gravedad del fenotipo pulmonar en pacientes mexicanos con el mismo genotipo CFTR de

fibrosis quistica?
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V. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:

Caracterizar las mutaciones presentes en el gen CFTR e identificar si SNPs en genes
modificadores que se asocian con la gravedad de las manifestaciones pulmonares en

pacientes mexicanos con diagndstico clinico de fibrosis quistica.

OBIJETIVOS PARTICULARES:

1. Determinar el tipo y la frecuencia de las mutaciones CFTR en los pacientes con FQ
diagnosticados en el INP, HIM y la AMFQ.

2. Realizar la correlacion del genotipo CFTR con el fenotipo.

3. Caracterizar las variantes alélicas de los genes (a1-ACT, al-AT, MBL, I1L10, NOS3,
GSTP1, 2AD y TNFa,) involucrados en el fenotipo pulmonar leve y grave de los
pacientes con FQ atendidos en la AMFQ y en el INP y describir su frecuencia.

4. Determinar si existe asociacidn entre las variantes alélicas de los genes al-ACT, al-

AT, MBL, IL10, NOS3, GSTP1, -2AD y TNFay la gravedad del fenotipo pulmonar.

V. HIPOTESIS
Las mutaciones en el gen CFTR y las variantes alélicas en genes modificadores se
asocian con la gravedad de las manifestaciones pulmonares en los pacientes mexicanos

con fibrosis quistica.
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V1. MATERIAL Y METODOS.

1. CLASIFICACION DEL ESTUDIO.

El estudio fue de tipo observacional ya que no se aplicd ningun tipo de
intervencion a los pacientes; se compararon 2 grupos de cada variante alelica de los
diferentes genes modificadores, por lo que se considera comparativo; sélo se realizo una
medicion en el tiempo y por lo tanto es transversal; es ambispectivo ya que se obtuvieron
los datos clinicos y las muestras de DNA tanto en los nuevos casos de fibrosis quistica que
acudieron a las instituciones mencionadas como en la revision de casos y expedientes; y
finalmente es traslacional, ya que se realizd un estudio tanto del area clinica como del

area basica.
2. POBLACION DE ESTUDIO.
Poblacion objetivo.
Pacientes mexicanos con diagnédstico de fibrosis quistica.

Poblacion elegible.

Pacientes con diagnostico de fibrosis quistica que hayan acudido o que acudan a recibir
atencidn al Instituto Nacional de Pediatria, al Hospital Infantil de México, o a la Asociacion

Mexicana de FQ, a partir de julio de 1991 al afic 2006.

3. CRITERIOS DE SELECCION

A) CRITERIOS DE INCLUSION DE PACIENTES

En el estudio se incluyeron 230 pacientes no relacionados, con diagnodstico clinico
de FQ, de estos pacientes 133 fueron casos nuevos y 97 pacientes correspondieron a un
reporte previo (35 totalmente caracterizados y 62 con al menos un alelo sin
caracterizar)®®. Los pacientes totalmente previamente caracterizados fueron incluidos en

este trabajo con la finalidad de evitar un posible sesgo en la estimacién de las frecuencias
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de las mutaciones CFTR en nuestra poblacion. Los pacientes fueron captados de la
Asociaciéon Mexicana de Fibrosis Quistica {AMFQ), de la Consulta Externa del Instituto
Nacional de Pediatria (INP) y del Hospital Infantil de México y todos ellos son de origen
mestizo mexicanos.

El diagndstico se baso en la presencia de al menos de 2 de los siguientes
parametros: (1) cuantificacién de cloruros en sudor mayor a los 60 mEq/1,*? (2) afeccién
pulmonar grave con infecciones recurrentes y persistentes especialmente por
Pseudomona aeruginosa, y (3) insuficiencia pancreatica, valorando la concentracién de
grasa en heces (>7g/d).33 El estudio se realizd con autorizacion y de acuerdo como lo
estipulado en los Comités de Investigacion y Etica del INP, con la firma de una carta de

consentimiento informado de los padres y en su caso de asentimiento de los pacientes.
B) CRITERIOS DE EXCLUSION.

Se excluyeron temporalmente pacientes transfundidos en los ultimos tres meses.

También fueron excluidos pacientes con padecimientos infecto-contagiosos como

SIDA y hepatitis, por razones de seguridad de los estudiantes y personal de laboratorio.

4. ESTRATEGIA GENERAL

Se incluyeron 230 casos indices no relacionados con diagnoéstico cilinico de FQ. El
diagndstico se establecid en base a la historia clinica y la determinacion de cloruros en
sudor por arriba de los 60 mEqg/L. Los pacientes en los cuales no se confirmd el diagndstico
de fibrosis quistica fueron excluidos del estudio. El estudio molecular partic de la
obtencién de DNA de sangre periférica y el tamizaje de mutaciones en el gen CFTR,
mediante una combinacidn de estrategias: mutagénesis sitio-dirigida, dot blot reversa (Kit
CFTR/36 INNOGENETICS), polimorfismo conformacional de cadenas sencillas (SSCP) y

secuenciacién directa de DNA. Posterior a la genotipificacion de CFTR, se seleccionaron
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140 pacientes, con los cuales contdbamos con cantidad suficiente de DNA, tenian al
menos un alelo caracterizado y presentaban antecedentes pulmonares, a ellos se les
realizé el analisis de 17 variantes alélicas o SNPs (polimorfismos de un solo nucleétido)
(alelo S (T2313A), alelo Z (G4627A), -15Thr-Ala (G<A), 3’enhancer G1237A, Leu55Pro
(T<C), MBL2D (Arg52Cys), MBL2B (Gly54Asp), MBL2C (Gly57Glu), MBL2G>C-221,
MBL2G>C-550, 1L10-G1082A, NOS3-894G/T, GSTP1-lle105Val {(A313G), ADRP2 ArgleGly
(A46G), ADRB2 GIn27Glu (C79G), TNFaG-308A y TNFaG-238A)), de los genes: al-ACT, al-
AT, MBL, IL10, NOS3, GSTP1, #2AD y TNFa, mediante el método de discriminacion alélica
por el método de fluorescencia 5’ exonucleasa (TagMan). El analisis muitivariado se apoyo
con el programa SPSS 11.0°. Se realizé prueba exacta de Fisher para variables categoricas
y U de Mann-Whitney para variables numéricas. Se considero significativo un valor de p<

0.05
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5. DESCRIPCION DEL ESTUDIO
A} EXTRACCION DE DNA DE SANGRE PERIFERICA

Se tomaron 7ml de sangre periférica de los pacientes con FQ, usando EDTA como
anticoagulante, se centrifugd la muestra por 20 minutos a 3,000 rpm, se tomé la capa de
linfocitos, se colocd en 6 ml de solucion para lisis de eritrocitos {RCBL}, se desecharon el
plasma vy los eritrocitos, se agitdé suavemente y se centrifugo 10 minutos a 3,000 rpm. El
sobrenadante se eliminé y la pastilla se resuspendié en 6 ml de solucion de lisis de
globulos rojos, RCBL {ver anexo), se agitd suavemente y se centrifugd 10 minutos a 3,000
rpm, este paso se repitid hasta eliminar toda la hemoglobina. Finalmente se resuspendi6
el botén de linfocitos en 333 ul de RCBL con 1.5 ml de solucion para lisis de linfocitos

(WCBL, ver anexo) y se incubé toda la noche a 42°C para obtener un lisado de linfocitos.®*

B) PURIFICACION DE DNA

Se agregaron 2 ml de fenol al lisado obtenido en el paso anterior, se agitd
suavemente por 10 minutos y se centrifugd 10 minutos a 3,000 rpm, después la fase
superior se transfirio a un tubo limpio sin tocar la interfase y se repitio el paso anterior.
Posteriormente a la fase superior se le agregd 1 ml de fenol y 1 ml de cloroformo, se agité
suavemente y se centrifugd por 10 minutos a 3,000 rpm, nuevamente la fase superior se
transfirio a un tubo limpio sin tocar la interfase y se repitié el paso anterior. La fase
superior se transfirid a un tubo limpio y se agregd 2 ml de cloroformo/iscamilico (24:1), se
agitd suavemente y se centrifugd por 10 minutos a 3000 rpm. En un tubo limpio se
agregaron 90 l de NaCL 1 My 3 m! de etanol absoluto a -20°C a la fase superior.84

Se agitd suavemente hasta que se precipitdé el DNA, el cual se obtuvo con una
pipeta Pasteur sellada, se secd por 10 minutos a temperatura ambiente se enjuagd en
etanol al 70% a —20°C, se dej6 secar a temperatura ambiente una vez mas y se

resuspendié en 200 ul de agua destilada estéril. Se conservd a 4°C hasta su uso
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C) CUANTIFICACIODE Y PUREZA DE DNA
Para la cuantificacién del DNA se diluyd 1 pl de la muestra de DNA en 250 pl de
agua estéril y se registro la densidad dptica a una longitud de honda de (A) de 260 nm. El
dato obtenido se sustituyd en la siguiente formula para calcular la concentracion de DNA
presente a en cada muestra. ®
Donde:
D.O ,60= Densidad optica a una A de 260 nm
F= Constante equivalente a 0.05
(D.O} (F}(DIL)= [DNA] pg/ul {50 ng de DNA=1 D.O 240}
DIL = Volumen de dilucion equivalente a 250 pl
Se confirm¢ la integridad del DNA por medio de una electroforesis en gel de agarosa al

0.8% con bromuro de etidio y se corri¢ a 100 volts por 30 minutos (Figura 6)

kb 1 2 3 4 5 6 7

Hr!r"-" [ T e

o

FIGURA 6. DNA EXTRAIDO DE LINFOCITOS DE SANGRE PERIFERICA. Gel de agarosa al
0.8% muestra la presencia de DNA integro. Carril 1: contiene el marcador de peso
molecular A-Hind IIl; carriles 2-7 muestran la presencia de DNA integro.

La pureza del DNA se calculd por medio del cociente obtenido de las lecturas 230/260 y
280/260 nm.
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D). ANALISIS DE MUTAGENESIS DIRIGIDA MEDIADA POR PCR (PSM)

La técnica de mutagénesis dirigida mediada por PCR (PSM; del inglés PCR-mediated
site-directed mutagénesis) se utilizé para detectar la mutacién S549N en todos los
pacientes. Para llevar a cabo esta metodologia se sintetizaron un par de oligonuclestidos o
primers con un cambio de una sola base en uno de ellos, que flanquean los sitios en donde
se localiza la mutacion antes mencionadas. Asi, el producto amplificado por PCR (Reaccion
en cadena de la polimerasa} lleva una mutacion puntual intencional gue crea un sitio de
restriccién para una enzima especifica en ef alelo normal o en el alelo mutado, lo cual
permite identificar uno del otro para cada mutacién. %

Después de la digestion de los productos amplificados, los fragmentos se corrieron
en geles de acrilamida al 10% vy asi se logré distinguir el alelo mutado del normal. Las
secuencias de los oligonucleétidos empleados, los tamafios del amplificado y la enzima de

restriccion utilizada se describen en la tabla 6.

TABLA 6. OLIGONUCLEGTIDOS O INICIADORES UTILIZADOS PARA PSM.

MUTACI  OLIGONUCLEQTIDOS ENZIM TAMANO  ALELO  FRAGMENT
ON INICIADORES O A DEL QUEES OS
PRIMERS QUE  PRODUCTO CORTA GENERADO
D e e 3 CORTA AMPLIFICA DO S
’ DO POR LA
DIGESTION
S549N F*: Ddel 425 pb Silvestr  238-174pb
GCACCATTAAAGAAAATATGA e
T

R: CATTCACAGTAGCTTACCCA

¢ La mutacion se localiza en el exén 11,

35



La técnica de amplificacion por PCR para la mutaciéon S549N se realizd en un
termociclador (Perkin Elmer; Gene Amp 9600); la mezcla de reaccion se ajustd a un
volumen final de 25 pl, la cual estaba compuesta de 2U de Taq polimerasa, 2.5 pl de

buffer 10X, 25 mM de MgCl,, 10 mM de NTP's y 100 ng de cada par de oligonucleétidos,

las condiciones de amplificacion se muestran en la tabla 7.

TABLA 7. PROGRAMA DE PCR PARA PSM PARA EL ANALISIS DE LA MUTACION S549N

Tiempo
Ciclos

Temperatur
a
a) 94°C 2 min. 1
a) 94°C 20 seg.
b) 55°C 20 seg. 30
c) 72°C 30 seg.
a)94°C 12 seg.
b} 65°C 20 seg. 1
c)72°C 7 min.

F. DETECCION DE MUTACIONES CONOCIDAS

Con la intencion de mejorar |a tasa de deteccion de las mutaciones FQ se utilizo el método
dot blot reversa para deteccion de 36 mutaciones del gen CFTR y los tres alelos (5T, 7T v
9T) del polimorfismo Tn del intron 8 (Kit Inno-LiPa CFTR/36, INNOGENETICS, NV, Bruaels,
Belgium).*” En resumen la muestra de DNA de cada uno de jos pacientes se sometid a
amplificacion muitiple del gen CFTR completo, utilizando los cebadores marcados con
biotina, posteriormente a la amplificacion, el DNA de doble cadena se desnaturalizé y se
hibridé con sondas normales (silvestres) y sondas mutadas (con las secuencias de las 36

alteraciones a detectar) [as cuales estaban contenidas en tiras de nitrocelulosa. Después
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de la hibridacion se agregd fosfatasa alcalina y estreptoavidina que se enlazan a los
hibridos biotinilados entre la sonda y el amplicon. Finalmente se incubo con una solucidn
de sustrato (cromdgeno) para dar como resultado la formacién de un color purpura en los
casos en los que se detecta una reaccion positiva (deteccion de una alteracion). La
reaccion se detuvo con un lavado para el anélisis de! patron de reactividad de las sondas.

(Figura 7).
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15- M.E60X

16- M.2184delA
17-M.71145G>A
18- W.621+1G—>T
19- W.3849+10kbC>T
10- W.2183AAG = W2184delA
11- W.393delTT
22- W2T894+5C—A
13- W.R1162X

24- W .3659delC
25- W .RI117TH

16- W R3IM4W

27- W.R47P

18- W.CG85E
29-W.1078delT
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| 32- W.E60X
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3- MLN130AK

4- M.W]282X

5- M.G551D

6- M.1717-1G—A
7- M.R553X

8- M.CFTRdel2,3(21kb)
9- M.AIS07

10- M. 711+1G—>T
11- M3272-26A—C
12- ML3905insT

13- M.RE60T

14- ¥L.1898+1G—A
15- MLS1251N

16- ML1148T

17- M. 3199del6
18-M3120+1G—A
19- M.Q552X

20- WAF508 = W. AIS07

21- W.G542X

E 22- W.N1303K

23- W.W1282X

24- W. G551D

25- W.1717-1G—A
26- W.RS53X.

27- W.CFTRdel2,3(21kh)
28- W.T11+1G—T
29- W.3272-26AG
30- W.3905insT

31- W.R560T

32- W.1898+1G—A
33- W. §1251N

34- W.1148T

35- W.3199del6

36- W. 1120+1GA
37- W, Q552X

Figura 7.- Deteccidn de mutaciones conocidas mediante el kit, Inno-Lipa CFTR36 assay,
un ejemplc de un paciente heterocigoto compuesto; con un genotipo CFTR
p.G542X/c.3949+10kbC>T. El paciente muestra los polimorfismos 7T y 9T.

38



G) TAMIZAJE DEL GEN CFTR MEDIANTE SSCP

Para identificar las mutaciones CFTR que no fueron detectadas mediante el Kit
Inno-Lipa CFTR36 assay, se analizaron a los pacientes que presentaban al menos un alelo
sin caracterizar, realizando un tamizaje del gen CFTR por el método de polimorfismo
conformacional de cadena sencilla (SSCP; del inglés single strand conformation
polymorphisms),® analizando en una matriz de MDE.

Se estandarizaron las condiciones de amplificacion para los exones donde se han
reportado mutaciones con mayor frecuencia: 4, 7, 10, 11, 13, 17b, 20, 21 incluido el intrén
19 y otros 1, 2, 68, 16, 172 y 18 del gen CFTR, los cuales fueron amplificados con el DNA
genémico de los pacientes utilizando los oligonucledtidos descritos previamente,®
mediante la técnica de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) en un ciclador térmico
Gen-Amp 7200, siguiendo un programa de 30 ciclos, cada uno de los cuales consta de tres
pasos esenciales: desnaturalizacion a 942C durante 20", alineacion a 552C durante 20" y
extension a 722C por 30". La mezcla de reaccion se ajusté a un volumen final de 10 ul, la
cual estaba compuesta de 2U de Taq polimerasa, 2.5 ul de buffer 10X, 25 mM de MgCl»,
10 mM de NTP’s 100 ng de cada par de oligonucleétidos correspondientes a cada exén
mas 100 ng de DNA. El tamafio de los amplificados se analizé por electroforesis a 85 volts
en un gel de agarosa al 2.5%, tefiido con bromuro de etidio, verificando los tamanios

or - . E}
especificos de cada exén, de acuerdo a la secuencia del gen de FQ reportada. 2

H) ANALISIS DE SSCP

La técnica de polimorfismo conformacional de cadena sencilla (55CP} estd basada
en el principio de que las moléculas de DNA de cadena sencilla adquieren estructuras
secundarias de acuerdo a su secuencia especifica, por lo tanto las moléculas gque se

distinguen en al menos la sustitucidon de una sola base en un fragmento de DNA de 1,000
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pares de bases pueden adoptar confarmaciones secundarias diferentes y presentar un
patrén electroforético distinto en geles de poliacrilamida. Por lo tanto esta metodologia
permite identificar una mutacién puntual que se corrobora por el método de
secuenciacion.®

Para el SSCP se amplificé cada uno de fos exones arriba citados del gen FQ por PCR
como se describe en la seccidn anteriar, excepto que en este caso el producto amplificado
se marco radioactivamente agregando 1 ACi de o P32 JATP a la mezcla de reaccion, se
tomaraon 2 ul de ésta y se llevaron a un volumen final de 10 pi con una sclucién que
contiene 95% de formamida, 5 mM de EDTA, 0.1% de azul de bromofenol y 0.1% de
xiléncianol, esta mezcla se sometio a desnaturalizacion a 94°2C durante 10 minutos, y
posteriormente se le dié un choque térmico en un bafio de hielo para mantener separadas
las cadenas de DNA. Para finalizar, las muestras se corrieron en un gel no desnaturalizante
con una matriz de acrilamida/sacarosa (6% y 10% respectivamente) con un crosslinking de

2.5. Finalmente los geles se secaron a 802 C durante 90 minutos y se expusiercn en una

placa de autorradiograﬂa.38

1) ANALISIS DE SECUENCIACION
Las muestras que presentaron cambios electroforeticos o un patron anormal de
corrimiento por SSCP, fueron secuenciadas directamente de los productos de PCR por el
método de Sanger.?®®!
a) PCR pre-secuenciacién.
El DNA de una sola cadena fue obtenido por PCR asimétrico (empleando sélo uno
de los oligonucleétidos forward o reverse {103} en donde la mezcla de reaccion
contenia 3ul del fragmento amplificado de la PCR purificado, 2l del oligonucledtidos

especifico (antisentido o sentido) (100ng/ul diluido 1/16), 2ul de amortiguador

sequenase, 211l de enzima termosequenase y 11ul de agua desionizada para llevar a un
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volumen final de 20ul. Los fragmentos se separaron en un gel de agarosa de bajo

punto de fusion al 3% para visualizar los amplificados.

b) Purificacion de fragmentos de PCR
Los amplificados se purificaron usando microcolumnas de Sephadex del kit
QlAquick Spin PCR de QIAGEN, de acuerdo con las instrucciones del fabricante: 20u!
del producto amplificado es purificado adicionando 5 volimenes de amortiguador PB a
cada tubo del producto amplificado de PCR mezclado con vortex y se continud con el
protocolo proporcionado por el proveedor para el Kit “purification PCR Spin QlAquick”;
el DNA se eluyd adicionando 30ul de agua desionizada y se centrifugd por 60 seg, el

producto eluido se usé en la reaccion de secuenciacién como un templado de DNA.

Se colocaron 4.5l de mezcla de reaccion de secuenciacion a 4 tubos de 0.6l de
cada dideoxinucledtido (ddG, ddT, ddA y ddC), se mezclaron correctamente y se

empled el siguiente programa para el termociclador 9600 de Perkin Eimer:

Segmentol Desnaturalizacién 95°C/30 seg
Alineacion 55°C/30 seg X 30 Ciclos
Extension 72°C/45 seg

Después del PCR se agregaron 4ul de una solucion que contenia: formamida,
formaldehide azul de bromofenol y xiléncianol. Las muestras se llevaron a una
temperatura de 94°C por 5 minutos, inmediatamente después se sembrarcn 3l de
cada reaccidn en un gel desnaturalizante de poliacrilamida/Urea al 40%, el cual se
corrio a 2000V durante 1.5, 3.0 0 4.5 h dependiendo del fragmento amplificado. El gel

se seco al vacio a 80°C y se expuso a una pelicula de autorradiografia durante 24-48h.
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Es importante hacer notar que algunas muestras se secuenciaron empleando un
secuenciador automatico de Perkin Elmer modelo 310, version 3.0, ABI-CE1, con el kit
correspondiente ABI-PRISM y dideoxinucledtidos con marca fluorescente.

La nomenclatura de las mutaciones se basdé en la recomendada por Human Genome
L . 2
Variation Society (HGVS).”

J) VALORACION CLINICA.

La historia clinica completa de cada paciente se obtuvo de manera prospectiva o
retrospectiva, incluyendo datos demograficos, manifestaciones clinicas, edad de inicio,
edad al diagndstico, talla, peso y arbol genealdgico. La historia clinica se realizd en la
primera visita, en caso de ser nuevos casos. Los datos clinicos de pacientes diagnosticados
previamente y cuyo DNA se tienen en el Banco de DNA del INP, se buscaron en
expedientes. Los valores de espirometria y el indice de Brasfield se determinaron por
parte del Servicio de Neumologia de cada institucién participante.

De acuerdo a la edad del primer cultivo por Pseudomonas, caida anual de la FEV1
medida por espirometria, cultivo de aspiracion bronquial al ingreso positivo para
Pseudomonas, asi como determinacion de indice de Brasfield (radiolégico), se midio el
fenotipo pulmonar de cada paciente. Con base a estos datos, se formaron 2 grupos
tomando en cuenta la mediana de cada variable.

. Edad del primer cultivo por Psa —Md = 6.0
1 {riesgo) = <6.0y O (no riesgo) = 6.1
. Caida anual de la FEV1- Md =4.2
1=>4.2y0=<4.19
. Cultivo de aspiracion bronguial al ingreso.
1 = positivo para Pseudomonas y 0 = negativo para Pseudomonas.
. Determinacion de indice de Brasfield — Md =17.0
1=<17.0y0=>17.1

TABLA 8. Agrupacion de variables.

BRASFIELD >17.0 PUNTOS BRASFIELD >17.1 PUNTOS

EpAD cuLt
Caipa FEV1 | PseuD Pseuoom (+) | Pseupom (-) | Pseuoom (+) | Pseupom (-)
>4.2 <6 afos ' 19 g9 g 8

> 6.1 afios L 3 8 8
<4.19 < 6 afios 5 T W S J— 10

> 6.1 afios 12 7 6 13
a. Grupo 1 o leve: pacientes con menos de 2 parametros de riesgo (verde,

amarillo y azul).
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b. Grupo 2 o grave: pacientes con tres o mas parametros de riesgo (morado y
rosa).

K) ANALISIS DE DISCRIMINACION ALELICA.

METODO FLUORESCENTE DE 5’ EXONUCLEASA (TAQMAN®)

Después de la genotipificacién del gen CFTR se seleccionaron 140 pacientes, con los
cuales contdbamos con cantidad suficiente de DNA, tenian al menos un alelo
caracterizado y presentaban antecedentes pulmonares, a ellos se les realizd el andlisis
de 17 variantes alélicas o SNPs {polimorfismos de un solo nucledtido) (alelo S {T2313A),
alelo Z {G4627A), -15Thr-Ala {G<A), 3’enhancer G1237A, Leu55Pro (T<C), MBL2D
(Arg52Cys), MBL2B (Gly54Asp), MBL2C (Gly57Glu), MBL2G>C-221, MBL2G>C-550, IL10-
G1082A, NOS3-834G/T, GSTP1-lle105Val (A313G), ADR[2 Argl6Gly (A46G), ADRP2
GIn27Glu (C79G), TNFaG-308A y TNFaG-238A)), de los genes: al-ACT, al-AT, MBL,
IL10, NOS3, GSTP1, [F2AD y TNFa. Estos SNPs se analizaron mediante la técnica
fluorescente 5'exonucleasa TagMan® (Applied Biosystems). Esta técnica se utilizd para
el analisis de polimorfismos con cambios en una base (SNPs). Para cada ensayo de
discriminacion alélica se disefaron 2 sondas especificas marcadas en el extremo 5’ con
fluorocromos diferentes, FAM para el alelo 1 y VIC para el alelo 2, ademas ambas
sondas tuvieron en el extremo 3’ un gquencher (TAMRA) el cual mientras la sonda
permanece intacta, inhibe la emision de fluorescencia {figura 8).

B/ BININN
Wharamh

FIGURA 8. Método de fluorescecia de 5" exonucleasa (TagMan®) para determinacién de
polimorfismos por discriminacién alélica en pacientes con fibrosis quistica (tomado de
Applied Biosystems)

Durante la reaccién de PCR los oligonucledtidos hibridan con una secuencia
especifica del templado de DNA. Si éste contiene la secuencia polimorfica, la sonda de
TagMan también hibrida con su secuencia homologa. Durante la PCR, la enzima
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AmpliTaq Gold, que tiene actividad tanto de DNA polimerasa como de exonucleasa 5’-
3’, es capaz de digerir la sonda marcada durante la amplificacion y liberar el colorante
fluorescente de la accion del quencher, de tal manera que dadas las condiciones de
astringencia utilizada durante la reaccién, sélo la sonda especifica para el polimorfismo
presente serad capaz de hibridar. Por lo tanto es posible diferenciar un alelo del otro en
base al tipo de fluorescencia emitida. Los SNPs se caracterizaron y analizaron en forma
independiente.

6. DEFINICIONES OPERACIONALES.

Diagnéstico clinico de FQ: Se consideran aquellos gue cuenten con dos de los 3
siguientes parametros clinicos (a) determinacion de cloruros en sudor > 60mEq/L; (b}
cuantificacién de grasa en heces {>7g/d) y coeficiente de absorcion de grasa <84%; (c)
por lo menos un cultivo positivo para Psa, Staphylococcus aureus, Burkholderia
cepacia.2

2. Fenotipo pulmonar: Se realizd con base en las medianas, dicotomizando las variables
de la edad del primer cultivo por Psg, caida anual de la FEV1 tomadas por
espirometria, asi como la determinacién de [ndice de Brasfield (radiolégico).

3. Caida anual de la FEV1 tomada por espirometria: Se determind mediante la diferencia
de la determinacién mas alta y la determinacion mas baja de FEV1 dividida entre el
numero de afios durante los cuales se realizaron dichas determinaciones.

TABLA 9. SISTEMA DE PUNTUACION RADIOLOGICO — ESCALA DE BRASFIELD

glcategoria,_r_'l_ombre Qefinicién Puntuacién

[, Atropamiento de Sobredistencién pulmonar 0= ausente; 1-4=

aire generalizada demostrado por incremento de
depresion del diafragma y/o xifosis gravedad (4, mas
tordcica. . grave).

1, Marcas lineares Lineas de densidad debida a bronquios | 0= ausente; 1-4=
prominentes demostrado por i incremento de
densidad de lineas paralelas, algunas gravedad (4, mas
ramificadas o como densidades . grave).

circulares “de principio-fin” cen
engrosamiento de la pared bronguial.

lll, Lesiones Densidades circulares pequenas . O=ausente; 1,2,30

nodulares guisticas discretas (0.5cm o mayor) con centros 4= involucro de 1, 2,
radioopacos o radiolucidos. . 3 04 cuadantes.

IV, Lesiones grandes | Atelectasias lobares o segmentales o 0= ausente; 3=




consolidacion; incluye neumonia segmental o

aguda. atelectasia lobar; 5=
multiples
B e_l_te}egtas_i_as.___
V, Gravedad general | Impresion de la gravedad general o 0= normal;1-4=
cambios en la radiografia. gravedad

incrementada de
alteraciones; 5= solo
el crecimiento
cardiaco o
neumotdrax.

Puntuacion total posible 25 puntos

4. Escala de Brasfield: £s un sistema de puntuacion mediante la evaluacion de

5.

radiografias de torax realizado por un estudio colaborativo de 16 centros de pacientes
con fibrosis quistica, en donde se determind un grado moderadamente alto de
reproducibilidad entre observadores (coeficiente de correlacion de 0.93 — 0.95). Una
vez sumados los puntos de acuerdo a la tabla anterior, se le restan a la puntuacién al
posible (25 puntos}. La puntuacion de 25 indica una radiografia limpia y puntuaciones
mas bajas indican afeccién pulmonar.”®

Variante alélica o polimorfismo: Cambios genéticos en la poblacidn general,
ocurriendo en mas del 1% de la poblacion y gque no son capaces de producir
enfermedad por si solos .

Paciente mestizo-mexicano: Nacido en México con al menos 2 generaciones (padres y

abuelos) igualmente nacidos en México, por rama paterna y materna y sin
. 43

antecedentes extranjeros.

Genotipificacién y estratificacion de CFTR: Se caracterizaron ambos alelos del gen CFTR
para posteriormente crear dos grupos como se menciona en metodologia. 22
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7. DESCRIPCION DE LAS VARIABLES.

TABLA 10. RELACION ENTRE LAS DIFERENTES VARIABLES A ANALIZAR.

GENCTIPO CFTR

1. Leve: al
menos un alelo
considerado
comao leve.

2. Grave: ambos
alelos
considerados
como graves

VARIANTES
ALELICAS DE
GENES MODIFICAD

1 ALELO 1/

ALELO 1

2 ALELO

1/ALELO 2 ,
-Pulmaén

3 ALELO 2/

ALELO 2

OTROS GENES | ancreas

-Intestino

MODIFICADORES

-FENOTIPO PULMONAR:
. Edad del primer
cultivo por Psa

e Caida anual de |a fevl
e Escala de Brasfield

-EDAD DE INICIC DE
SINTOMAS.

-EDAD AL DIAGNQOSTICO.
-ESTADO ACTUAL.

-CULTIVO POR PSA.

-Vas deferens

(A) Variables independientes.

1. Mutacién del gen CFTR: se define como cambio en la secuencia del DNA, cuyo
resultado es el defecto de su proteina y la consecuente enfermedad llamada FQ. Se
dicotomizaran a los pacientes como se refiere en la metodologia.

2. Variantes alélicas de los genes modificadores: Son cambios en la secuencia de
dicho gen que produce cambios en la expresién de la proteina y la subsecuente
expresividad variable en el fenotipo pulmonar. Para su analisis de crearan 2 grupos
{dicotomico y nominal) en donde el grupo 1 tendra aquellos con ambos alelos
silvestres (1/1), el grupo 2 seran los heterocigotos (1/2) y homocigotos con el
cambio de un solo nucledtido (SNP) en su secuencia (2/2).
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TABLA 11. CARACTERISTICAS DE LAS VARIABLES INDEPENDIENTES

VARIABLE TIPO DE VARIABLE

Mutacién de CFTR Nominal/dicotémica

Variantes alélicas de ' Nominal/dicotémica
los genes
. mdificadores

{B) Variables dependientes.

1. Fenotipo pulmanar: Se definira con base en tres de |os siguientes parametros;
edad del primer cultivo por Psa, caida anual de la FEV1 y determinacion de indice

de Brasfield como se menciona en la metodologia.

VALORES

1=mutgrave/margrave |

2=mutgrave/mutleve

1=1/1
2=1/2y2/2

2. Edad de inicio de sintomas: dato obtenido al interrogatorio referente al momento
en el gue el paciente inicia con sintomas de la enfermedad de base, fibrosis

guistica, ya sea de tipo gastointestinal o respiratorio.

3. Edad al diagnostico de FQ: momento en el que el paciente cumple con los criterios
clinicos y de laboratorio para el diagndstico de fibrosis quistica.’

4, Estado actual: se refiere a la situacién del paciente en el momento del
interrogatorio y de la toma de muestra, o en el momento de la revision del

expediente.

5. Cultivo al ingreso positivo para Psa: Al momento del ingreso del paciente a

hospitalizacion, se realizard cultivo de secreciones pulmonares. Esta variable se
define como positiva o negativa para Psa, siendo incluidos en este Ultimo grupo
aquellos con cultives sin crecimiento y aguellos con cultivos positivos para otras

bacterias diferentes a Psa.
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TABLA 12. CARACTERISTICAS DE LAS VARIABLES DEPENDIENTES.- FENOTIPO PULMONAR

Variable Mediciones T_i_po de variable Valores

Edad de primer cultivo por

p Numeérica continua numero

Fenotipo Sa

pulmonar | Caida anual de la FEV1 Numérica continua porcentaje
Escala de Brasfield " Numérica continua namero
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TABLA 13. OTRAS VARIABLES A ANALIZAR

VARIABLE TIPO DE VARIABLE VALORES

Edad de inicio de sintomas Numeérica continua afios -
Edad al diagndstico de FQ Numerica continua afios

Estado actual Nominal/dicotomica | O=muerto;l=vivo
Cultivo (+) por Psa Nominal/dicotomica = 0O=no;l1=si

(C) Covariable,

e Geénero: variable nominal, dicotémica.

8. ANALISIS ESTADISTICO.

El analisis se realizd con el apoyo del software SPSS versign 11.0, en este programa
se desarrollo la base de datos donde se capturaron los resultados obtenidos, antes del
analisis se verificd que no existan datos errdneos con la ayuda de busgqueda de valores
extremos, los valores perdidos quedaron excluidos del analisis de manera individual. Se
presentaron los resultades clinicos y moleculares mediante la realizacion de estadistica
descriptiva contemplando:

*» Medidas de tendencia central y de dispersion para las variables cuantitativas, asi
como pruebas de normalidad.

e Proporciones para las variables cualitativas.

e Se realizaron tablas asi como graficas de barras para las variables cualitativas e
histogramas para las variables cuantitativas.

Para cumplir con los objetivos analiticos se realizo un analisis bivariado donde se
compararon las variables numeéricas con las variantes alélicas potencialmente
modificadoras. La significancia se probd mediante la prueba de U de Mann-Whitney. Por
otro lado se construyeron tablas de contingencia de 2x2, tomando como variable
predictiva la presencia o ausencia de variantes de riesgo o proteccién y como desenlace
las variables categdricas, probando su significancia mediante prueba exacta de Fisher. En
cualquier caso se considerara significativa una p<0.0S. Posteriormente se dividié a los
pacientes con base en el genotipo CFTR y se realizé |la prueba de Mantel y Hansen para
estratificados.
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9, CONSIDERACIONES ETICAS.

El presente estudio cumplio con lo estipulado en el titulo segundo del Reglamento
de La Ley General de Salud en materia de investigacion para la salud, segun esta ley
vigente en nuestro pais el estudio corresponde a la categoria Il, es decir, investigacidn con
riesgo minimo, ya que ademas de la exploracidn, se tomd una muestra unica de 5-10ml de
sangre por puncion venosa, que es un procedimiento comun en examenes de diagnostico
rutinario.

A los pacientes y padres se les explicd las caracteristicas y objetivos del estudio
especificando las ventajas, desventajas y posibles riesgos para los participantes. La
informacion obtenida de los pacientes durante el estudio se mantuvo con estricta
confidencialidad. Se debe destacar que la planeacién, el desarrollo, el manejo de
resultados y la interaccidn entre investigadores y pacientes se mantuvo en estricto apego
a la Declaracion Universal sobre el genoma humano y los derechos humanos promulgada
por la UNESCO.

Es importante destacar que se cuenta con un banco de DNA de la linea de
investigacion iniciada en 1991 por la Dra. Lorena Orozco, con el titulo de “Diagndstico
Molecular de la Fibrosis Quistica en México”, el cual se utilizé para realizar este protocolo.
En su momento se les explicé a los padres que el DNA de los pacientes se utilizaria para
diferentes estudios de tipo molecular de dicha patologia.

10. FACTIBILIDAD.

Se contd con el apoyo del banco de DNA, previamente mencionado, el cual incluye
hasta el momento muestras de mas de 133 familias con caracterizacién CFTR completa.

Por otro lado, el Instituto Nacional de Pediatria, el Hospital Infantil de México, asi
como la Asociacion Mexicana de Fibrosis Quistica, son centros de referencia para
pacientes con esta enfermedad, por lo que contarcon con las condiciones para completar el
tamafio de la muestra del estudio.

Ademds, el Instituto Nacional de Pediatria y el Instituto Nacional de Medicina
Gendmica, contaron con la infraestructura necesaria para la realizacion de los técnicas de
biologia molecular y con el apoyo econdmico por parte del CONACYT para la adquisicion
de equipo y reactivos adicionales.
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VI. RESULTADOS .

La primera parte de los resultados obtenidos en este trabajo referente al tamizaje
molecular de mutaciones CFTR, fueron publicados en la Revista de Investigacion

Ciinica. El articulo se anexa al final de esta Tesis.

TAMIZAJE MOLECULAR DE MUTACIONES EN EL GEN CFTR

En este trabajo se incluyeron 230 pacientes con diagnostico clinico de FQ, de
estos pacientes 133 fueron casos nuevos y 97 pacientes correspondieron a un reporte
previo (35 totalmente caracterizados y 62 con al menos un alelo sin caracterizar)”.
Los pacientes con los dos alelos caracterizados fueron incluidos con la finalidad de
evitar un posible sesgo en la estimacion de las frecuencias de las mutaciones CF7R en
nuestra poblacidén. Los 195 pacientes con al menos un alelos sin caracterizar fueron
tamizados para la busqueda de mutaciones en el gen CFTR. Con el proposito de
mejorar la tasa de deteccién de las mutaciones CFTR se realizé un rastreo mediante
la combinacion de tres estrategias: mutagénesis dirigida, dot blot reversa; Kit
CFTR/36 y analisis de SSCP. Del kit CFTR/36 todas las bandas de las mutaciones CFTR
incluidas fueron analizadas, tanto las normales {de referencia} como las mutadas.
Mediante la metodologia de dot blot reversa se detectaron 19 mutaciones en el gen
CFTR {(Tabla 14). Cabe sefialar en todos estos pacientes se analizaron los
polimorfismos Tn y la gran mayoria {92%) porta los alelos 7T (45%) y 9T (47%) ( (Tabla
14). En esta primera etapa, se logré alcanzar la caracterizacién de ambos alelos en
110 pacientes (se incluyen los 35 pacientes previamente publicados). Los 120
pacientes restantes fueron sometidos al andlisis de SSCP, ocho de ellos fueron
informativos para los exones 7, 11, 13a, 17a, 18 y 20 y para el intrén 19. En ellos se
documenté la presencia de Jlas mutaciones ¢.3272-26A>G, p.R334W, p.R347P,
p.S549N, ¢.2055_2063del, p.T1036N, p.D1152H y p.W1282X por secuenciacion

automatica directa del DNA (Tabla 14). Aunque las mutaciones p.R334W, p.A455E,
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€.3120+1G>A, ¢.3272-26A>G, c.711+1G>T, p.Q552X, pw1282X, c.IV58-5T, p.R1162X
and p.R347P, p.D1152H y p.T1036N han sido reportadas en otras poblaciones,
ninguna de ellas habia sido reportada en pacientes mexicanos. Asi, con la
combinacion de estrategias en este trabajo se logrd caracterizar el 77.7% de todos los
alelos FQ, detectando un total de 46 mutaciones diferentes, de las cuales siete de
ellas mostraron una frecuencia mayor al 1%: la p.F508del fue la mutacién mas
frecuente (44.6%), seguida de la mutacion p.G542X (7.4%), p.N1303K (2.4%),
p.I1507del (1.5%), p.R334W (1.5%), p.S549N (1.5%) y ¢.3849+10kbC>T (1.3%)
(Tabla14). El analisis de estas siete mutaciones representan el 60.2% (277/460) del
total de alelos estudiados en este trabajo. Con excepcion de la p.F508del, estas
mutaciones son mas frecuentes en pacientes mexicanos que en la poblacion mundial
o en otras poblaciones hispanas {Tabla 15). Las 39 mutaciones restantes soélo
representan el 17.5% de los alelos FQ identificados. Por otro lado, cabe aclarar que
fas mutaciones c.621+1G>T, ¢.394delTT, c.2789+5G>A, ¢.3659delC, ¢.2143delT,
p.E6OX, ¢.2184delA, c.711+5G>A, ¢.1717-1G>A, c.CFTRdel2,3(21kb), ¢.3905insT,
p.R560T, ¢.1898+1G>A y p.S1251N, contenidas en el Kit CFTR/36 no fueron
detectadas en nuestros pacientes.

Por otra parte, resulta importante sefialar que de los 230 pacientes
analizados, 41 (17.8%) fueron homocigotos para la mutacion p.F508del y 123 (53.5%)
fueron clasificados como heterocigotos compuestos. Con respecto a la mutacién

p.G542X, cinco pacientes (2.2%) fueron homocigotos y 24 {10.4%) heterocigotos.
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TABLA 14. Frecuencia de mutacicnes del gen CFTR en 230 pacientes mexicanos

Mutacion Localizacion en
elgen CFTR

Exd)n 11

- p 8549N Exon 11
p. R334W* Emn T

Q@ 3199 3204dei
Exé

lntrOn

c1d7saeri" Exén'?

c. 3120+1G>A* lntrcm 16
| c?11+1G>T* | Intron 5
BEE Exr.’m 3
-l I i -'I'.._l-:'.

. Q552X* Exon 11

Exon 173

Alelos afectados /

Num de

cromosomas en

Orozco et al.,
n=194

12/194
5/194
2/194
3n94|

3!'194

1“94

1/194

2000

Alelos

afectados/Num,
de cromosomas

en este estudio
n =350

22 35
2/ 350
7;’35{1
2!350

1/350

1/350
2/350
21350
1/350

2/350

Alelos

afectados /Total
de cromosomas

(n)

34/460

71460
?méﬁ

4/460

4/460

BI 1 94**

émso
2msn
2/ 4 O
21460

2/460

Frecuencia
Total
(%)
152
0.8
1528
o
0.3
0.43
0.43
0.43

0.43




Alelos afectados / Alelos
Num de afectados/Num Alelos Frecuencia
" afectados /Total
cromeosomas en de cromosomas de Cromosomas Total
Orozco et al., 2000 en este estudio (n) (%)
n=194 n =350 .

Mutacion Localizacién en
el gen CFTR

SR T 3

Ex6n 10 1/194 = 1/194* 0.51"

C297-1G>A Intrén 2 1/194 : 1/194** 0.51**

"~ ¢.846delT Exon 6a 1194 = 1/460 0.21

.G551D Ex6n 11 1/194 : 1/460 0.21

o H199Y Exon 6a 1/194 : 1/460 0.21

11194 - 11460 0.21
S 1/350 1/460 0.21

Al404

Exon 19

Exon? 1/460 021

Exon3 1/194 1/194* 0.51"

pVToAM 17194 E 1/460 021

D.W1098C Exon17b  1/194 - 1/460 0.21

D.Y1092X Exén 17b 1/194 : 17460 0.21
* Mutaciones detectadas en este estudio
** Frecuencia de 194 alelos reportados por Orozco y cois 2000 (estas mutaciones no fueron tamizadas en este ¢




TABLA 15. Comparacion de las mutaciones mas frecuentes del gen CFTR en 230
pacientes mexicanos (460 cromosomas) y otras poblaciones

p.8549N

- .J.I

Mutacion

b N1303K

Mexicancs
en este
estudio

%
7.40
2.40
1.52

60.3

A nivel
mundial®®
(%)

2.40

Ll

1.30
0.10

4, il

70.3

Frecuencia (%)
en
pacientes
latinoamericanos

Frecuencia
(%) en
pacientes
espafoles

i ).! _T
0.14

55.1

7.70
2.92

0.0

65.22

TR
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CORRELACION GENOTIPO FENOTIPO

Con la finalidad de buscar una correlacién entre el genotipo identificado y el
cuadro clinico {fenotipo), los pacientes se clasificaron en tres grupos: en el grupo | se
incluyeron los pacientes homocigotos p.F508del {p.F508del/ p.F508del) {42/230), en el
grupo Il a los pacientes con al menos un alelo p.F508del (p.F508del/X) (122/230), y en el
grupo Il a los pacientes con mutaciones no p.F508del en ambos alelos {X/X) (66/230).
Como era de esperarse, en el grupo | con los homocigotos p.F508del, la cual es una
mutacion grave, todos los pacientes presentaron IP, mientras que en los grupos Il y I
esta se manifestd en el 84% vy 75% de los pacientes, respectivamente (p=0.006). Por otro
lado al comparar el resto de los parametros clinicos analizados entre los tres grupos,
encontramos diferencias significativas para la edad de fallecimiento {p=0.021), en donde
los pacientes homocigotos p.F508del se mueren a edades mas tempranas, casi 5 afios

antes que los pacientes heterocigotos compuestos para la mutacién p.FS08del (Tabla 16).

Para comparar las manifestaciones clinicas en los pacientes con mutaciones graves
y leves los pacientes se clasificaron en IP y suficientes pancredticos {SP) (Tabla 17j.
Nuestros resultados mostraron que la edad de inicio de los sintomas y la edad al
diagnostico fueron significativamente menor en el grupo con IP, encontrando una
correfacion entre la gravedad de los pacientes y el inicio temprano de las manifestaciones
clinicas. Por otro lado, el lapso transcurrido entre el inicio de las manifestaciones clinicas y
el diagnéstico de la enfermedad fue prolongado en ambos grupos, pero fue aun mas largo
cuando los pacientes presentaron un cuadro leve, con funcién pancredtica normal. Mas de
de las dos terceras parte de todos los pacientes fueron diagnosticados antes de los 5 afos
de edad (71%) y la proporcién de pacientes que llegé a edades mayores disminuyé
paulatinamente. El diagnéstico antes de los S afios de edad ocurrid en casi la totalidad de
los pacientes con IP (95%), pero sélo en un poco mas de la mitad de los pacientes con SP

(56%).
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E! deterioro de la funcion pulmonar evaluada a través de la escala de Brasfield, y la
frecuencia de colonizacién por Pseudomonas aeruginosa no fueron diferentes entre
pacientes IP y SP (p>0.05). Aunque se acepta que la gravedad de la afeccién pulmonar no
depende del genotipo, se sabe que el deterioro de la afeccion pulmonar es progresivo y es
la causa principal de muerte. Actualmente no se ha determinado si el genotipo influye en
la progresién de las manifestaciones respiratorias. Para ello, se utilizé la caida anual de Ia
FEV, la cual se determind mediante la diferencia entre la medicién mas alta y las mas baja
de la FEV1 entre el numero de afios medidos y se compraro entre pacientes IP y SP. En el
grupo de pacientes IP, se encontré que todos ellos presentan un deterioro importante de
la funcion pulmonar (5.82% anual). En cambio, en los pacientes SP la funcién pulmonar fue
menor {3.96% anual). Al comparar ambos grupos encontramos diferencias significativas
con un valor de p=0.030. Por otro lado, al comparar la frecuencia de colonizacion por
Pseudomona aeruginosa en los diferentes grupos etarios, en el total de pacientes se
encontro que en la mayoria de ellos puede aislarse esta bacteria antes de los 5 afios de
edad. Sin embargo, la frecuencia de pacientes menores de 5 afios con Pseudomona
aeruginosa fue menor en el grupo de SP gue en el de IP (12.5% vs 44.3%, con valor de p=<
0.001) (Figura 9, Tabla 18). Como era de esperarse, en el grupo de pacientes IP se
encontro mayor frecuencia de fallecimientos (31.6%), cuyo promedio de edad al

fallecimiento fue de 12.03 + 8.33.
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TABLA 16, CORRELACION GENOTIPO-FENOTIPO DE LA MUTACION p.F508del

p F508del/ p.F508del p.F508del/X X/X Valo
(n=42) (n=122) (n=66)

Edad de inicio (afios) 0.65%1.5 1.54+2.9 1.6412.7 0.251e

Lapso (afios) 2.5413.8 3.3344.2 3.50+4.5 0.624~

Brasfield (puntuacion) 16.973.6 18.2843.4 17.2942.9 0.0770

Edad al 1er cultivo {+) Pseudom. 48217 6.21+6.2 6.616.1 0.294<

Caida anual de la FEV, (%/afio) 3.95+39 5.91+6.2 5.71+4.25 0.066-

Insuficiencia pancreatica 42/42 (100%) 103/122 (84.4%) 49/66 (74.2%) 0.0065

Edad al fallecimiento (afios) 7.97+9.2 12.91+7.3 15.76:8.2

oo Kruskal-Wallis

§ Ji-cuadrada



TABLA 17. CORRELACION GENOTIPO-FENOTIPO EN PACIENTES SUFICIENTES E INSUFICIENTES PANCREATICC

' Edad de inicio {afios)
Lapso {afios)

Fallecimientos

Bradsfield (puntuacion

Edad al 1er cultivo (+) Pseudom

Caida anual FEV, (%/afio)

t 7 de Man n—they

§ Ji-cuadrada

INSUFICIENTES PANCREATICOS

(n=193)

0.87+1.63

2.39+3.13

61/193 (31.6%)

17.52+3.25

4.58+4.08

5.82+5.43

SUFICIENTES PANCREATICOS Val
(n=37)

4.17+4.61 <0

7.6416.19 <0

7/37 (18.9%) 0.

18.5413.55

13.7947.69

3.9613.66




FIGURA 9. FRECUENCIA DE CULTIVOS POSITIVOS PARA PSEUDOMONAS EN LOS
DIFERENTES GRUPOS ETARIOS.

40 -
30 B
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10

Porcentaje de pacientes con Pseudomona

5.1-10.0
Edad de diagnéstico 10.1-15.0

TABLA 18. FRECUENCIA DE COLONIZACION DE PSEUDOMONAS EN LOS DIFERENTES
GRUPOS ETARIOS.

EDAD INSUFICIENTES PANCREATICOS  SUFICIENTES PANCREATICOS
(ANOS) (n=193) (n=37)

0-5 70/159 (44.3%) 1/8(12.5%)
5.1-10 11/19 (57.9%) 2/11 (18.2%)
10.1-15 9/13 (6.9%) 5/9 (55.6%).

>15 0/3 (0%) 5/9 (55.6%)

Valor de p < 0.001
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ANALISIS DE VARIANTES ALELICAS EN LOS GENES MODIFICADORES PARA FIBROSIS QUiSTICA

CARACTERISTICAS DE LOS PACIENTES.

El analisis de las variantes alélicas en los diferentes genes modificadores se realizo
en 140 pacientes no relacionados que fueron seleccionados de nuestra poblacién general
de pacientes con FQ (230), con los cuales contabamos con cantidad suficiente de DNA,
tenian al menos un alelo caracterizado y presentaban datos de manifestaciones
pulmonares. A todos ellos se les realizé el analisis de 17 variantes alélicas o SNPs. En este
subgrupo de pacientes encontramos las siguientes caracteristicas: El 50.7% {71/140) es del
sexo femenino, el 60.7% (85/140) hasta el momento se encuentra vivo, 34.3% (48/140)
fallecié vy del 5% (7/140) no contamos con ninguna informacién. De igual forma, el 53.6%
(75/140) presentd cultivo positivo para P. aeruginosa al momento del ingreso a una
Institucién de Salud, el 71.4% (100/140) tiene IP y solo el 7.1% (10/140} tuvo meconio.

Para realizar la correlacion de los genes modificadores con el fenotipo pulmonar,
se realizé una estratificacion de pacientes de acuerdo a la funcidn pulmonar: leve o grave,
segun se define en Material y Métodos. En los pacientes con fenotipoc pulmonar grave la
edad de inicio de los sintomas fue 2 afios antes que aquellos con fenotipo leve vy la edad
del primer cultivo positivo para P. geruginosg fue hasta 4 afios menos (Tabla 19). El
porcentaje de cultivos positivos para P. aeruginosa al ingreso del paciente fue mayor en
aquellos con fenotipo pulmonar grave (82.3%vs. 37.1%; p=<0.001} y de igual forma, los
pacientes con fenotipo pulmonar grave requirieron una espirometria a edades mas
tempranas (p=<0.001) que los pacientes con fenotipo pulmonar leve. La calda anual de
FEV; fue casi lo doble en pacientes con fenotipo grave y el indice de Brasfield medido al
ingreso del paciente fue menor (Tabla 19).

El promedio de la medicién de los cloruros en sudor fuercn mayor en el grupo de
pacientes con fenotipo grave y la edad del fallecimiento fue menor en este mismo grupo

[p=<0.009).
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TABLA 19. CARACTERISTICAS DE LOS 140 PACIENTES CON FIBROSIS QUISTICA, DE ACUERDO AL
FENOTIPO PULMONAR LEVE O GRAVE DE LA FUNCION PULMONAR.

GRADO DE FUNCIONALIDAD
VARIABLE VALORDEP
PULMONAR

Sexo (% femenino)

' Edad de primera espirometria (afios)

Meia(DE} 11.2 (5.5) 9.9 (6.2)

Caidadela V1 (%/afio}

4.2% 8.0% <0.0011
1orur en sudor . 105.4 0.014§
Rango
t Prueba u e tMann-Whitney
¥ li-cuadrada
§ Prueba 1 de muestras independientes

GENOTIPO Y ASOCIACION ALELICA.

La frecuencia de los alelos de las diferentes variantes alélicas analizadas se observa
en la Tabla 20. Los alelos considerados como silvestres, como era de esperarse, fuercn los
mas frecuentes. De todas las variantes alélicas estudiadas en los diferentes genes
modificadores, sélo dos confirieron mayor riesgo de presentar genotipo pulmonar grave:
MBL-550 (G>1550), ubicada en la region promotora del gen MBL2 (p= 0.016) y la Argl6Gly
(A46G) correspondiente al gen ADR/Z2, localizada en el codén 16 sustituyendo una

arginina por una glicina (p=0.029).
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TABLA 20. PREVALENCIA DE GENOTIPOS POLIMORFICOS DE ACUERDO A LA GRAVEDAD DEL FENOTIPO PULM!

H

. Pacientes con Pacientes con Pa
Funcién

Gen Variante Genotipo el genotipo®™  Genotipo el genotipo*  Genotipo el
pulmonar % %
(V] (4]

(T2313A) Leve AA 94.4 AT 5.6

<

(G4627A) Leve GG 95.5 GA 3.4 AA
{G1237A) Leve GG 88.8 GA 11.2 AA
(G<A) Leve GG 42.7 GA 41.6 AA

(T<C) Leve T 100 TC 0 cC

Leve 52.8 GA 39.3 AA

(6-308A) Leve 82.0 GA 13.5 AA

(G<A) eve 76.4 GA 13.5

t El valor de p de todas las muestras se determind mediante Ji-cuadrada.
* El grupo de pacientes con fenotipo pulmonar leve esta constituido por 89 y el grupo con fenotipo pulmonar g



TABLA 20 (CONT.). PREVALENCIA DE GENOTIPOS POLIMORFICOS DE ACUERDO A LA GRAVEDAD DEL FENOTIP

. Pacientes con Pacientes con
Funcion

Gen Variante Genotipo el genotipo* Genotipo el genotipo* Genotipo
pulmonar P g y P P g y p P
(1] (4]

G>C 1550 Leve GG 25.8 GC 24.7 G

Promotor
Ty '|.- 1 =1

Leve GG 73.0 GC 21.2 cC
( Argzys)

ev ' 64.7 AD 35.3 DD
Arly S . -

Leve GG 32.6 GA 50.6 AA
GIn27Glu Leve CC 53.9 CG 38.2 GG

Leve GG 19.1 GT 76.4 TT

(lle105Val) Leve AA 27.0 AG 52.8 GG

T El valor de p de todas las muestras se determind mediante Ji-cuadrada.
* El grupo de pacientes con fenotipo pulmonar leve esta constituido por 89 y el grupo con fenotipo pulmonar g



Por otra parte, las caracteristicas clinicas de estos 140 pacientes mostraron
asociacion entre la variante alélica MBL-550 con la edad al inicio de sintomas (p=0.038), la
edad al diagnodstico (p=<0.001), la edad del ler cultivo positivo para Pseudomonas
(p=<0.001), la edad de la primera espirometria {(p=0.002} y el indice de Brasfield {p=0.040)
{(Tabla 21). Esto es, pacientes que presentan el genotipo de riesgo (CC} presentan datos
cinicos pulmonares a edades mas tempranas, como ei primer cultive por Pseudomonas, |a
realizaciéon de la primera espirometria y el indice de Brasfield (2 puntos mas arriba). El
mismo andlisis pero con la variante alélica Argl6Gly del gen ADRB2 sélo presentd
significancia estadistica la edad del primer cultivo positivo para Pseudomonas (p=0.041) y
la edad de la primera espirometria (p=0.016}, donde los pacientes con el genoctipo de
proteccion {AA) presentan las manifestaciones pulmonares a mayor edad, incluso aunque
el resto de las manifestaciones clinicas no son estadisticamente significativas, observamos

este mismo comportamiento (Tabla 22).
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TABLA 21. CORRELACION DE LAS CARACTERISTICAS CLINICAS DE LOS 140 PACIENTES CON
FIBROSIS QUISTICA, DE ACUERDO AL GENOTIPO DE LA VARIANTE ALELICA MBL-550.

GENOTIPO DE LA VARIANTE ALELICA MIBL-550 VALOR DE P

VARIABLE

Sexo (% femenino) 51.7% 40.0% 54.3% 0.404%
Edad '..:"_'-| icio de s mas ‘. 05)

Rango 0-14 0-10 0-12 0.038%
Edad al diagnéstico (afios)

48(6.0)

10.2 (6.7) 6.6 179)

Media (DE)

Rango ' 1.5-25.0 0-30 0-31 <0.001+
Edad de pimera espirometria (afios)

: eia {DE) 12.8 (5.1 10.5 (6.2} 10.0(5.7)

Caida de la FEV, (%/afio) '
Indice de Brasfield o
Cloruros en sudor '

Edad de fallecimiento {afios) n= n=10 n=30

Media (DE) 20.6 (6.9) 15.6 (3.9) 15.3 (8.2) 0.104+
t Kruskal-Wallis

¥ Ji-cuadrada
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TABLA 22. CORRELACION DE LAS CARACTERISTICAS CLINICAS DE LOS 140 PACIENTES CON
FIBROSIS QUISTICA, DE ACUERDO AL GENOTIPO DE LA VARIANTE ALELICA Arg16Gly DEL GEN
ADRP2.

VARIABLE GENQTIPO VALCOR DE P

Medla [DE] 9. 2 (4 2) 11.0 f6 7) 12 2 (6 4)
(:aI-::ia de Ia FEVL {%{aﬁu)
Induce de BrasﬁeId

CIoruros en sudor

Edad de falTeclmlento (afios)

Media (DE) 13.8(6.2) 17.2(7.2) 25.9 (3.3} 0.470t
t Kruskal-Wallis
¥ Ji-cuadrada
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VIli. DISCUSION.

En México no se conoce la frecuencia real de la FQ, ya que ésta es una de las
muchas enfermedades en las que existe un subdiagndstico en paises como el nuestro.
Este subdiagndstico puede ser consecuencia del desconocimiento de la misma que hace
gue se confunda con enfermedades comunes en nuestro medio {desnutricién, problemas
gastrointestinales, problemas respiratorios crénicos, etc). La determinacién de cloruros en
sudor es hasta el momento la prueba diagnostica mas confiable para el diagnéstico de la
FQ. La desventaja de este método estriba no sélo en que algunos pacientes presentan
valores de la cuantificacion de cloruros en sudor entre el limite de lo normal y lo anormal,
sino en la imposibilidad de la deteccién de portadores. En contraste, el estudio molecular
abre las posibilidades, tanto para el diagndstico prenatal como para la prevencién de

padecimientos como la FQ, donde no existe un tratamiento oportuno.

El diagndstico molecular permite detectar las mutaciones del gen CFTR en estos
pacientes y con ello, definir mutaciones leves o graves con la finalidad de establecer un un
prondstico de la enfermedad y un tratamiento oportuno. Ademas, con la deteccién de las
mutaciones responsables de la FQ en las familias afectadas, es posible detectar a los
portadores y otorgar a estas familias un asoramiento genético certerc o en su €aso, un
diagndstico temprano para disminuir las complicaciones de la enfermedad y elevar la

calidad de vida de los pacientes.

Actualmente se han descrito mas de 1,800 mutacicnes en el gen CFTR*® la mayocria
de estas mutaciones son poco comunes y muchas de ellas tienen una frecuencia menor al
1%. La variacion de la frecuencia de las distintas mutaciones del gen CFTR en los diferentes
grupos etnicos ocasiona gque en algunas poblaciones con alto grado de mestizaje exista
una gran diversidad de mutaciones, mientras que en aqueltas poblaciones con poco

mestizaje o caracter endogdmico, predominan una o dos mutaciones. >
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La poblacién mexicana es una poblacion heterogénea con una estructura genética
muy compleja, en donde los genes nativos americanos representan el 51%, los genes
europeos el 45.4% y los genes africanos el 3.6%.*® Quizas debido a esta complejidad,
México cuenta con un amplio espectro de mutaciones en el gen CFTR, incluyendo algunas
gue se encuentran Unicamente en la poblacién mexicana, por lo que la deteccién de
mutaciones en una poblacion como la nuestra es sumamente laboricsa y complicada. En
este estudio, el analisis de las mutaciones p.F508del, p.G542X, p.N1303K, p.R553X vy
p.G551D permitio la caracterizacion de cerca del 50% de los cromosomas afectados,
mientras que en los caucasicos, la blusqueda de las mismas mutaciones, podria alcanzar

4,95 .
9435 En poblaciones con una

una taza de deteccion de hasta un 98% de alelos afectados.
alta heterogeneidad, como en México, una variedad de metodologias deben ser
combinadas para mejorar la tasa de deteccién de mutaciones en el gen CFTR. De hecho en
este trabajo se utilizaron diferentes estrategias para mejorar esta tasa de deteccién en los
230 pacientes mexicanos analizados en los que encontramos 46 mutaciones distintas, 12
de ellas (p.R334W, p.A455E, c.3120+G>A, ¢.3272-26A>G, c.711+1G>T, p.Q552X,
p.W1282X, c.IVS8-5T, p,R1162X, p.R347P, p.D1152H y p.T1036N) que no habian sido
reportadas en la poblacién mexicana. En general, nuestra estrategia condujo a fa
identificacion de sélo el 77% de todos los alelos afectados, lo cual documenta que México
tiene uno de los espectros mutacionales en el gen CFTR mas amplios a nivel mundial . Con
la combinacidn de estrategias fue posible la identificacién de siete mutaciones que
mostraron una frecuencia mayor a 1% en la poblacién mexicana: p.F508del {44.6%),
p.G542X (7.4%), p.N1303K (2.4%}, p.1507del (1.5%), p.S549N {1.5%), p.R334W (1.5%) y
c.3849+10kbC>T(1.3%). Estas metodologias son trascendentales para optimizar el
tamizaje de mutaciones CFTR en nuestra poblacién. *®

Cabe sefialar que a pesar de la combinaciéon de estrategias utilizadas, todavia faltan
por caracterizar el 23% de los alelos afectados, lo que demuestra que aun hay un gran
numero de alelos desconocidos, que tal vez correspondan a mutaciones raras e incluso no
podemos descartar la posibilidad de que exista una mutacién con una alta frecuencia en

nuestros pacientes.
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Por otra parte, de las 36 mutaciones que determina en kit CFTR/36, solo 19 de ellas
fueron detectadas en este estudio, esto puede ser debido a que dicho método de
deteccion fue creado especificamente para la poblacién caucasica, tomando en cuenta las
mutaciones que prevalecen en ella. Por lo tanto, es necesario identificar las mutaciones
CFTR que afectan a la poblacién mexicana para asi disefiar un kit especifico para nuestra
pablacion, incluyendo las mutaciones mas frecuentes, asi como el resto de ellas que se
describen en este trabajo (Tabla 14). La optimizacién de los métodos y estrategias de
deteccidén y analisis de mutaciones CFTR, como lo demuestra la combinacién de tres
tecnologias en este estudio, ayudara a dilucidar las mutaciones implicadas en la FQ en
poblaciones con una alta heterogeneidad genética como la nuestra. En este sentido, el
conacimiento detallado de la distribucién étnica y geografica de las mutaciones CFTR
mejorara los programas de deteccién de la FQ en una determinada paoblacion y permitira
el desarrollo de métodos cada vez mas eficaces de diagnéstico y tratamiento. *°

La mutacién mas frecuente en nuestra poblacion fue la mutacién p.F508del,
seguida por la mutacion p.G542X, p.N1303K, S549N y p.I507del. Las mutaciones
p.F508del, p.G542X, p.N1303K se ubican también dentrec de las cinco primeras mutaciones
mas frecuentes a nivel mundial, no asi la S549N vy la p.1507del. La frecuencia de las
mutaciones en nuestra poblacion fue similar a las reportadas en paises del Sur de Europa,
donde la mutacién p.F508del presenta también una frecuencia baja en relacidn a
poblaciones caucasicas, en tanto que la G542X es mas alta.

La S549N es la tercera mutacidn mas frecuente en pacientes mexicanos, en tanto
que a nivel mundial se ha detectado con una frecuencia menor. Mientras que la p.I1507del
se ubica como la cuarta mutacién de mayor frecuencia en pacientes mexicanos. Esto
contrasta con lo reportado a nivel mundial, donde es considerada como una mutacion
poco frecuente. Cabe la posibilidad que mientras es una mutacién con una frecuencia
elevada en la poblacidon mexicana, en otros estudios ha sido subestimada posiblemente
por ser una mutacion aledafia a ia mas frecuente p.F508del. De hecho, se ha descrito que

por ciertas metodologias como analisis de heteroduplex, es posible que alelos p.1507del
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sean confundidos con alelos p.FS08del. Incluso muchos autores mencionan que dada su
baja frecuencia no consideran necesario buscarla dirigidamente.

La mayoria de las otras mutaciones del gen FQ son poco comunes, aunque algunas
san frecuentes en ciertas poblaciones. Por ejemplo, la segunda mutacion mas frecuente a
nivel mundial (G542X)} que se encuentra en tan sélo el 3.4% de los cromosomas FQ, tiene
una frecuencia del 25% en las Islas Canarias y del 8% en toda Espafia. Con base al analisis
de haplotipos, se ha postulado que la G542X también se origind de un solo evento
mutacional y fue introducida a Espafia por los fenicios hace 2,500 a 3,000 afios y a
Latinoamerica por los conquistadores. *°

Estudios extensos sobre la identificacion de marcadores dentro y fuera del gen
CFTR, han revelado que ciertas mutaciones como la AF508, G542X y NI303K se encuentran
asociadas con haplotipos unicos, lo que sugiere que cada una de ellas se derivé de un
mismo evento mutacional. Otras mutaciones como la R117H, H199Y, R334W, R347P,
R5563X, L5588, 3272-26A—G, 3849+10kbC v TR1162X, se encuentran asociadas a mas de
un haplotipo, por lo que probablemente representen mutaciones recurrentes que
surgieron de manera independiente. En un estudio en |la poblacién mexicana se encontré
que los cromosomas con la mutacion AF508 se asocian con el haplotipo B en un 97.2%,
como se ha reportado en otros paises de América del Norte y Europa, sin embargo la
G542X se encontrd asociada con este haplotipo sdlo en un 72.7% de los cramosomas, €l
resto se asocid con los haplotipos A y D . Este hallazgo contrasta con lo reportado en otras
poblaciones donde esta mutacion se ha encontrado asociada casi exclusivamente con el
haplotipo B. Las mutaciones poco frecuentes y las desconocidas, asi como los alelos
normales, se asociaron con mayar frecuencia a los haplotipos A y C. Esta heterogeneidad
encontrada en pacientes mexicanos puede ser explicada por: 1) eventos de
recombinacién, 2) mezcla entre poblaciones con distribucion de haplotipos diferente y 3)

la presencia de mutaciones FQ en la poblacidn de nativos americanos.®”%
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Por otra parte, se sahe que el analisis molecular del gen FQ ha contribuido de
manera importante al conocimiento de la fisiopatologia de la enfermedad vy al
entendimiento de la correlacion entre el efecto de las diferentes mutaciones en la funcién
de la proteina y su repercusién en el cuadro clinico del paciente.

El cuadro clinico de la FQ se ha descrito como un amplio espectro de signos y
sintomas, donde un paciente puede presentar desde un cuadro grave, como en el casc de
los homocigotos p.F508del, hasta un cuadro leve como en el caso de homocigotos
p.G551S. En ocasiones el cuadro es atipico manifestandose como un unico sintoma
esterilidad primaria por ausencia congénita de los vasos deferentes (CBAVD).?

Se debe tomar en cuenta que cada mutacién afecta de manera diferente a la
funcién de la proteina, y que las combinaciones de las mutaciones afectan de manera
particular el transporte de liquidos y electrolitos a través de las membranas epiteliales.
Ademas, |a expresién de un gen también se encuentra influenciada con su interaccién con
los otros genes y por los factores ambientales. Asi, el fenotipo de un paciente es el
resultado de la interaccion entre el genotipo y el ambiente. Lo anterior podria explicar la
variabilidad del cuadro clinico de la fibrosis quistica, e incluso en los pacientes con
manifestaciones pulmonares se ha observado que independientemente del tipo de
mutacién CFTR, la afeccian es muy variable, incluso en pacientes con el mismo genotipo.El
Existen reportes que muestran que la funcion pancreatica de estos pacientes con FQ
depende directamente de su genotipo, de tal manera que las mutaciones se han
clasificado como “graves” cuando causan IP, y como “leves” cuando la funcién pancreédtica
no se altera. Se estima que aproximadamente el 90% de las mutaciones son graves. Sin
embargo las mutaciones leves son dominantes sobre las mutaciones graves, es decir, para
que un paciente presente iP es indispensable que porte mutaciones graves en ambos
alelos.®

En este trabajo, encontramos que el 83.9% presento insuficiencia pancreatica. Los
pacientes con suficiencia pancredtica solo se detectaron en los grupos Il (p.F508del/X) y 1l
(X/X) los cuales posiblemente presentan mutaciones leves en por lo menos uno de sus

alelos que aun no han sido caracterizados. En estos dos grupos, uno de los alelos no
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caracterizado debe codificar para una proteina con funcién residual, que es dominante
sobre la proteina gravemente afectada, como la codificada por el alelo p.F508del, 1a cual
queda atrapada en el aparato de Golgi y en el reticulo endoplasmico sin funcién alguna.
Por otro lado, al no encontrar diferencias significativas al comparar todos los parametros
clinicos analizados entre los tres grupos (Tabla 16), puede deberse a que la proporcién de
pacientes con IP es considerablemente mayor que la de SP (Tabla 16). El cuadro clinico es
un parametro que nos orienta hacia la naturaleza de las mutaciones, por lo que los
pacientes se clasificaron como IP y SP (Tabla 17). Con este criterio se observa claramente
una correlacion entre la gravedad de los pacientes y el inicio temprano de las
manifestaciones clinicas. Por otro lado, aungue el lapso transcurrido entre el inicio de los
sintomas y el diagndstico de la enfermedad fue prolongado en ambos grupos, la brecha se
hizo aun mas grande cuando los pacientes presentaban un cuadro con funcidn pancreatica
narmal, poco comun en fibrosis quistica, lo que indica el subdiagnostico aun prevalente en
nuestro pais. En apoyo a esto en un estudio realizado en el Instituto Nacional de Pediatria,
se observo que de 32 casos con FQ diagndsticados en 3,260 autopsias consecutivas, s6lo 9
se tuvieron sospecha diagnostica de FQ en vida. Adn mas, llama la atencion que siendo
este un estudio realizado en un Instituto de alta especialidad, en muchos de nuestros
pacientes el analisis molecular fue la confirmacion de una sospecha diagndstica, por lo
que es de esperarse gue en hospitales de primero y segundo nivel, un gran numero de
individuos con fibrosis quistica mueran sin diagndstico y sin tratamiento adecuado.

En la FQ la afeccién pulmonar es la causa principal de muerte. Esta depende mds
de las influencias ambientales y del tratamiento temprano que del genctipo, por fo gue
actualmente este es uno de los parametros que se toma en cuenta para determinar la
gravedad de la enfermedad.®® Ya que la IP puede ser controlada con tratamiento
sustitutivo, este conocimiento pareceria contradictorio con la prediccién de “enfermedad
grave” tomando en cuenta como unico criterio la funcién pancredtica. En este estudio se
sugiere gue existe correlacidn entre el genotipo y la progresion de las manifestaciones
respiratorias, cuando se toma en cuenta el tiempo de evolucién. En la mayoria de los

pacientes |P, dado que existe una alteracion grave del canal de cloro en los epitelios
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pulmonares, las manifestaciones respiratorias desde edades muy tempranas. Estos
resultados demuestran que las mutaciones graves conducen mas rapidamente al
deterioro de la funcién pulmonar, de tal manera que los pacientes con enfermedad grave
presentan problemas respiratorios durante toda su vida, mientras que el deterioro de la
funciéon pulmonar en los 5P es mas lenta, presentando una correlacion negativa vy
estadisticamente significativa entre el tiempo de evolucién y la gravedad del deterioro de
la funcién pulmonar. Aln mas, en apoyo a estos resultados se encontrd que la frecuencia
de pacientes menores de 5 afios con Pseudomona aeruginosa fue menor en el grupo de SP
que en el de [P (Tabla 18). Estos hallazgos apoyan el término de “enfermedad grave” y son
evidencia de que en FQ también existe correlacion entre el genotipo y las manifestaciones
respiratorias.

La FQ por lo tanto, es un padecimiento Mendeliano que se manifiesta con una gran
expresividad variable. Las manifestaciones clinicas pueden variar desde la esterilidad
primaria sin otra manifestacién, hasta la afeccion pulmonar grave, con IP y desnutricidn
que llevan al paciente a la muerte durante los primeros meses de vida. La enfermedad
pulmonar es la mayor causa de muerte en pacientes con FQ {hasta del 95%), la cual ya se

10 . . .
9 a diferencia de amplios

sabe no correlaciona con exactitud con el genotipo CFTR,
estudios de corretacién genotipo-fenotipo que han mostrado que sélo la funcidn
pancredtica correlaciona directamente con el genotipo, mientras que las otras
manifestaciones varian adn en pacientes con el mismo genctipo e incluso aun entre
hermanos que comparten el mismo ambiente, por lo que se postula la existencia de otros
factores genéticos que no son los directamente responsables de la enfermedad, pero que

2 Diversos estudios, han demostrado la

influyen sobre la gravedad de la misma.
participacidn de genes potencialmente modificadores relacionados con el sistema inmune
que contribuyen a la patogénesis del fenotipo pulmenar en pacientes con FQ, tales como:
al-antitripsina {al-AT), a-l-antiquimotripsina (ct;-ACT), genes de inmunidad innata
como: lectina de unién a manosa {MBL2), factor de necrosis tumoral alfa (TNFa), algunas

citosinas y sus receptores, genes antioxidantes tales como: glutation S-trasnsferasa {GST-

M1}, Oxido Nitrico Sintetasa3 (NQS3), factor de crecimiento transformante-betal {TGF-
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1), receptor de 2 adrenérgico (ADR8;), entre otros.” Asi mismo en estos genes se han
estudiado multiples polimorfismos, los cuales pueden actuar como modificadores de la
enfermedad pulmonar en los pacientes con FQ, pero estos estudios han incluido solo
pequefios grupos de pacientes, con una amplia gama de genotipos CFTR o fenotipos
clinicos limitados que no conducen a resultados a largo plazo.*® Para incrementar la
probabilidad de identificar variantes genéticas modificadoras que influyan con el fenotipo
pulmonar de FQ, nosotros realizamos, en primera instancia, una estratificacion de acuerdo
al fenotipo pulmonar leve o grave de la funcion pulmonar, basandonos en los siguientes
parametros: cultivo positivo para Pseudomona aeruginosa, edad del primer cultivo para
Pseudomona aeruginosa, indice de Brasfield y caida anual de la FEV1 {medicién mas alta
menos la medicion mas baja dividida entre el niumero de afios de realizacién de
mediciones), con este andlisis observamos que los pacientes entre mas temprana es la
edad de inicio de sintomas {p=0.044), la edad de primer cuitivo para Pseudomona
aeruginosa (p=0.0001) y la edad de fallecimiento (p=0.009) se relaciona con el fenotipo
pulmonar grave, lo cual correlaciona con lo ya descrito pues se trata de parametros o
sintomas presentes en pacientes con fenotipo grave.

Con la estratificacidon de pacientes, realizamos un analisis de 17 variantes alélicas
{Alelo S, Z, -15Thr-Ala, enhancer G1237A, LeuS5Pro, MBL52, MBL54, MBL57, MBL-221,
MBL-550, IL10-819, NOS3, GSTP1, B2 AD16, B2 AD27, TNFu-308 y TNFx-238) de los genes
al-ACT, al-AT, MBL, IL10, NOS3, G5TP1, [F2AD y TNFa, que se ven relacionados con la
afeccion pulmonar. Con este andlisis determinamos que la frecuencia de estos
polimorfismos es muy similar a lo reportado previamente en la literatura (Tabla 20),
predominando en todos los casos la variante silvestre en nuestros pacientes, y ain mas de
las variantes estudiadas se ohservé que la -550 {(c. 1550G>C) y p.Argl6Gly {c46A>G), de
los genes MBL2 y ADR/2 respectivamente, confieren un mayor riesgo de tener fenotipo
pulmonar grave {p=0.016 y p=0.029 respectivamente) {Tabla 20). Nuestros resultados
sugieren fuertemente que en la FQ existe correlaciéon entre el genotipo CFTR y la gravedad

de las manifestaciones pulmonares.
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MBL2 es un gen que codifica para la proteina Lectina de unién a manosa {MBL2) es
secretada por el higado como parte de 1a respuesta inmune en fase aguda. Los ligandos de
MBL son expresados por una amplia variedad de microorganiosmos y unidos a la proteina
conducen a la opsonizacién de estos y activacion del sistema del complemento, por lo que
es una proteina que muestra una gran interaccién con patégenos y por lo tanto es
importante para erradicar infecciones persistentes y recurrentes como Pseudomona
geruginosa entre otros, que estan presentes en pacientes con FQ. Por lo que bajos niveles
de MBL2 en nifios con infecciones recurrentes, se atribuye a la inmadurez del sistema
inmune en etapas muy tempranas. A partir de 1976 multiples estudics han demostrado
que bajos niveles en suero de MBL2 en nifios entre 6 meses y 2 anos de edad que
presentan infecciones recurrentes de bacterias o levaduras en vias respiratorias, otitis y
diarreas crénicas presentan una baja en la opsonizacidn de estos microorganismos. Garred
y cols.”? demostraron que variantes alélicas en este gen estan involucradas en la
susceptibilidad y riesgo a infecciones, asegura que MBL en FQ es un factor clave en la
inmunidad innata ya que las infecciones pulmonares son la mayor causa de morbi-
mortalidad en pacientes con FQ y por tanto las variantes alélicas en la regién promotora
como -221 y -550; ademas de los alelos D, B y C, localizados en la regidn codificante del
gen MBL2, podrian ser un factor de riesgo en pacientes con FQ, ya que hay antecedentes
que estos polimorfismos correlacionan con bajos niveles de MBL2 y por lo tanto se asocian
a infecciones recurrentes. En este trabajo se documenta que la variante -550G>C, la cual
modifica la transcripcidn del gen, correlaciona con un fenotipo pulmonar grave (Tabla 20),
y con las manifestaciones clinicas pulmonares (Tabla 21), en donde podemos observar que
los pacientes con el genotipo de riesgo (CC) presentan infeccién por Pseudomona a
edades mas tempranas, lo cual repercute en la gravedad y el inicio de presentacidn del
resto de las manifestaciones clinicas como la edad de inicio de sintomas y la edad del
diagnostico.

Otra de las variantes asociadas al fenotipo pulmonar grave en nuestro estudio fue
la variable p.ArgléGly (c.46A>G)} del gen ADR/S2 el cual codifica para el receptor B

adrenérgico 2, que es una proteina integral de membrana, es un importante factor

76



inmunorregulador acoplado a una proteina G y se encuentra en varios tipos de tejidos, es
un blanco para muchos ligandos /5 agonistas y antagonistas, frecuentemente utilizados en

191 varjaciones individuales en la respuesta

el tratamiento de diversos padecimientos.
psicologica, expresidn y funcion de los receptores, asi como diferencias interindividuales
en la respuesta a farmacos se asocian en parte a estas variantes polimorficas. En este
trabajo, se sugiere que la c.46A>G (p.ArglbGly) confiere proteccion a la gravedad de las
manifestaciones pulmonares, similiar a lo reportado previamente en la literatura. La gran
mayoria de los pacientes clasificados como graves presentan el alelo ancestral en forma
homocigota {GG), mientras que los pacientes con fenotipo pulmonar leve presentan el
genotipo de proteccion {(AA) en mayor frecuencia, sugiriendo que este polimorfismo tiene
un efecto positivo en la funcion de ADR/[2 (Tabla 20}, lo cual han sido estudiado in vitro e
in vivo en sistemas respiratorio y cardiaco. De igual manera, observamos que los pacientes
que portan el genotipo de proteccidon, presentaron las manifestaciones pulmonares mas
tarde que aquellos tienen el alelo ancestral (Tabla 22).

Estos hallazgos son considerados como un indicio de que estos genes {MBL2 y
ADR/2} vy en especial éstas variantes alélicas -550 (c. 1550G>C} y p.Argl6Gly (c46A>G),
muestran una importante influencia genética que modifica la gravedad de la enfermedad
pulmonar en pacientes mexicanos con FQ, aunque cabe aclarar que nuestra poblacién de
estudio todavia es pequefia y quizad es necesario un estudio poblacional mucho mas
amplio, para poder confirmar estos hallazgos.

Finalmente, la determinacion de la presencia de las diferentes variantes alélicas de
estos y otros genes modificadores, contribuird a incrementar nuestro entendimiento
sobre |a fisiopatologia de la FQ y muy posiblemente, seran de gran utilidad para predecir
el fenotipo a partir del genotipo tanto de CFTR como de los genes modificadores de la
afeccién pulmonar, lo que ayudara sin duda, a mejorar las estrategias de prevencion de las
complicaciones pulmonares y de tratamiento, mejorando asi, la calidad de vida de los

pacientes.
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CONCLUSIONES

El diagnodstico molecular de la FQ es necesario para otorgar un diagndstico
oportuno, un diagndstico prenatal y la deteccion de portadores.

En este trabajo se detectaron 46 mutaciones distintas que ocupan el 77%
de los alelos afectados, 12 de ellas se reportan por primera vez en
pobiacion mexicana.

La busqueda de las 7 mutaciones mas frecuentes permiten identificar el
63% de los cromosomas FQ en poblacion mexicana.

En poblaciones con una alta heterogeneidad genética es necesario
combinar varias metodologias para mejorar la tasa de deteccion de
mutaciones en el gen CFTR.

México cuenta con uno de los mas amplios espectros de mutaciones CFTR a
nivel mundial, tal vez debido a su estructura genética compleja.

La correlacién genotipo-fenotipo nos refleja a una clara relacién entre las
mutaciones CFTR y la Insuficiencia pancreatica, pero no asi con el resto de
las manifestaciones clinicas.

Las frecuencias de las variantes alélicas en este estudio son similares a io
reportado en la literatura.

La variante alélica -550G>C del gen MBL2 , confiere un mayor riesgo de
manifestar un fenotipo pulmonar grave en pacientes con FQ.

La variante alélica p. Argl6 Gly del gen ADRP2 se observa como una

variante de proteccion.
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ABSTRACT

Introduction. Cystic fibrosis, the most commaon autosomai
recessive disorder, is caused by defects in the CF transmem-
brane conductance regulator gene (CFTR)} that encodes a
chloride channel. To date, over 1,600 mutations have been
described related to the causative gene of CF, showing a varia-
ble frequency among populations. In a previous extensive
analysis of the CFTR locus in 97 Mexican patients, 34 diffe-
rent mutations (75% of CF alleles) were found using several
strategies for mutation screening; however, 63% had at least
an uncharacterized allele. Despite the combined technologies
used, there are still a great nuinber of unknown mutations in
the Mexican population. Ohjective. Screening of the CFTR
gene to provide additional evidence of the mutational wide
spectrum responsible for CF in Mexican patients. Material
and Methods. In this study, the number of unrelated CF
patients was increased to 230, 133 new cases and the 97 pre-
viously reported to include 63% with at least an uncharacteri-
zed allele. Additional tools were used to improve the detection
rate of CF mutations, such as a commercial kit for 36 muta-
tions plus a single chain conformational polymorphism me-
thod and DNA sequencing. Results. By using a combination
of these strategies we characterized 77.7% of all the CF alleles,
resulting in a total of 46 different mutations detected, inclu-
ding the identification of 12 additional mutations (p.R334W,
p.-A455E, ¢.3120+1G > A, ¢.3272-26A > G, e.7T11+1G >
T, p.Q552X, pW1282X, ¢.IVSB-5T, p.R1162X and p.R347P,
p.-D1152H and p.T1036N). Although these 12 mutations have
been reported in other populations, they have not yet been
reported in Mexican patients. This report shows that Mexico
has one of the widest spectra of CFTR mutations worldwide.
The knowledge of the ethnic and geographie distribution of

Heterogeneidad alélica de CFTR en pacientes
mexicanos con fibrosia gqufstica: Implicaciones
para el tamizgje molecular

RESUMEN

Introduccidn. La fibrosis guistica, la enfermedad autosdmu-
ca recesiva mds comun, es ocasionada por defectos en el gen
regulador de la conductancia transmembranal de la fibrosis
gquistica (CFTR), que codilica para un canal de cloro. Hasta Ia
fecha se han descrito més de 1,600 mutaciones relacionadas
con este gen, que muestran una frecuencia variable entre las
distintas poblaciones. En un anélisis previe del locus CFTR en
97 pacientes mexicanos, fueron detectadas 34 diferentes mu-
taciones (75% de los alelos FQ) mediante diversas estrategias;
sin embargo, 63% tenian al menos un alelo sin caracterizar. A
pesar de la combipacién de diferentes tecoologias utilizadas,
ainr hay un gran nimero de mutaciones desconocidas en la
poblacién mexicana, Objetive. Tamizar el gen CFTR como
una evidencia adicional del amplio espectro mutaciopal res-
ponsable de Ia F@ en pacientes mexicanos. Material y Mé-
todos. En este estudio se incluyeron 230 pacientes no
relacionados con F@, 133 casos nuevos y 97 previamente re-
portados, de estos ultimos 63.9% tenfan al menos un alelo no
caracterizado. Para mejorar la tasa de deteccida de las muta-
ciones FQ se utilizé un kit comercial para 36 mutaciones y el
métode de polimorfismo conformacional de cadena sencilla,
seguido de secuenciacion. Resultados. Al utilizar una com-
hinacién de estrategias, en este trabajo se logré caracterizar
77.7% de todos los alelos FQ, detectando un total de 46 muta-
ciones difarentes, incluyendoe la identificacién de 12 mutaciones
adicionales (p.R334W, p. A466E, c.3120+1G > A, ¢.3272-26A
> G, ¢711+1G > T p.Q562X pWi282X, cIVS8-5T,
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CFTR mutations in this population will allow the development
of more effective methods for diagnosis and treatment.

Key words. CPTR gepe. Mutations. Cystic fibrosis. Mexican
patients.

INTRODUCTION

Cystic fibrosis (CF, MIM# 219700), the most
common of autosomal recessive diseases, has an in-
cidence in Caucasians of 1 in 2,000-4,000 live new-
borns, and shows a variable frequency among
populations.’? The incidence of this disorder in La-
tin America is unknown; however, in Mexico, the
Mexican Cystic Fibrosis Association (AMFQ) has es-
timated that it is approximately 1 in 8,000 live new-
borns (personal communication).

CF is caused by defects in the CF transmembra-
ne conductance regulator gene (CFTE, MIM#
602421), which encodes a chloride channel. Defects
in the CFTR gene result in chronic obstructive
lung problems, pancreatic failure, elevated sweat
electrolytes and male infertility.? Clinically, the
disease has a variable expressivity that ranges from
mild to severe.®

To date, over 1,600 different mutations have
been reported for the CFTR gene.”8 The distribu-
tion and frequency of the mutations in the Mexi-
can population is different from those reported for
populations that are genetically homogeneous® '3
or admixtures, such as those from Brazil, Colom-
bia, Uruguay, Argentina and Ecuador.!*'® In an
extensive CFTR locus analysis of 97 Mexican CF
patients, Orozco, et al.? found that this population
displayed a wide spectrum of mutations in the
CFTR gene, with 34 different mutations having
been characterized; however, only 756% of the
CFTR alleles were identified. In populations such
as Mexican, with high beterogeneity derived from
admixture, it is possible that several techniques
must be combined in order to detect and characte-
rize a greater number of mutations in patients
with CF.'® In the present study, we provide addi-
tional evidence of the mutational wide spectrum
responsible for CF in Mexican patients increasing
the number of mutations of the previously charac-
terized 34 to 46.

p.R1162X and p R347P, p.D1152H and p.Ti1036N). Aungue
estas 12 mutaciones han sido reportadas en otras poblacio-
nes, ellas no habian sido reportadas en pacientes mexicanos.
Este reporte muestra que México presenta uno de los espec-
tros mds amplios de mutaciones de CFTR a nivel mundial. El
conocimiento de la distribucidn étnica y geogréfica de las mu-
taciones de CFTR en esta poblacidn permutird el desarroilo de
métodos mds eficaces para el diagndstico y tratamiento de la
enfermedad.

Palabras clave. Gen CFTR. Mutaciones. Fibrosis qufstica.
Pacienfes mexicanos.

MATERIALS AND METHODS
Patients

A total of 230 CF patients were studied, including
133 new cases and 97 patients previously reported
{35 full-characterized patients and 62 with at least
one uncharacterized allele).? The previously full-cha-
racterized patients were included in order to avoid a
possible bias to estimate frequencies of the CFTR
mutations.

In this study, 123 were males (53.5%) and 107 fe-
males (46.5%), with a mean (+ SD) age at onset of 4.6
+ 5.8 years. The patients included in this study were
recruited from the AMFQ, Hospital Infantil de México
and Instituto Nacional de Pediatria in Mexico City; all
of them were of Mexican Mestizo origin. Diagnosis
was based on abnormally elevated sweat chloride con-
centrations (> 60 mEq/]) and on clinical symptoms ty-
pical of CF.202! Patients had chloride sweat values
ranging from 62 to 129 mEq/1. Infections hy Pseudo-
monas aeruginosa (Pae) were identified in 121 pa-
tients (52.6%) and pancreatic faiture was found in 131
patients (66.9%). The study was conducted with the
approval of the ethics and research committees. All
participating individuals or their parents or legal guar-
dians signed an informed consent form.

Samples

DNA was isolated from the peripheral blood lym-
phocytes from all new CF patients following conven-
tional methods.?? Mutation detection was performed
in 195 patients with at least one uncharacterized
allele (133 new cases and 62 uncharacterized or par-
tially characterized in Orozco, et al.).?

Detection of known mutations

To identify CFTR known mutations, we used a
kit containing 36 CFTR mutations and the three Tn

2 Chavez-Saldada M. el al. CFTA aliglic heterogeneity.. Rev Invaest Clin 2010; 62 (6): 000-000




alleles (5T, 7T and 9T) of intron 8. The screening
was performed through a reverse dot blot according
to the manufacturer’s instructions (Kit Inno-LiPa
CFTR/36, INNOGENETICS, NV, Brussels, Bel-
gium).?® Analysis was carried out in duplicate.

Complete Genetic
Screening of CFTR Gene

After screening by the method mentioned above,
we analyzed the DNA from tbose cases having still
at least one unknown allele. We used single strand
conformation pelymorphism (SSCP) analysis®* on
MDE™ gel matrix and silver staining of DNA (Silver
Stain Kit, Bio-Rad Laboratories Richmond, CA). We
sereened first priority mutations in CFTR exons 4,
7,10, 11, 13, 17b, 20, 21,% followed by exons 1, 2,
6a, 6b, 16, 17a and 18, including introns 8 and 19 as
previously described. Abnormal band shift electre-
phoretic patterns were direct DNA sequenced using
the ABI PRISM Big Dye terminator cycle sequencing
reaction kit (v.3) (Applied Biosystems Foster City,
CaA, USA).

Nomenclature

For mutation nomenclature the recommendations
provided by the Human Genome Variation Society
(HGVS)26 were followed.

RESULTS
Molecular Screening

One hundred and ninety-five patients with at
least one uncharacterized allele (133 new cases and
62 patients from those previously reported) were
screened for CF mutations using a two-tier appro-
ach: CFTR/36 kit analysis combined with SSCP
analysis. Both the wild type and mutant bands for
every CF mutation were searched, using the CFTR/
36 kit (Figure 1). Nineteen mutations were detected
using the CFTE/36 kit (Table 1). It is worth noting
that of the patients for whom Tn polymorphism
were analyzed, the vast majority carried the 7T and
9T alleles (92%) (Tablel). In this first step, both
alleles were fully characterized in 110 patients, in-
cluding those 35 previously reported. Of the remai-
ning 120 analyzed with SSCP, eight of them were
informative for exons 7, 11, 13a, 17a, 18, and 20 and
for intron 19 and the presence of ¢.3272-26A > G,
p.R334W, p.R347P, p.5549N, c.2055_2063del,
p.T1036N, p.D1152H and p.W1282X mutations was

documented by automated direct DNA sequencing
(Table 1). Altbough the mutations p.R334W,
p.A455E, ¢.31204+1G > A, ¢.3272-26A > G, c.T11+1G
> T, p.Q552X, pW1282X, ¢.IVS8-5T, p.R1162X and
p.R347P, p.D1152H and p.T1036N, have been re-
ported in other populations, they had not yet been
reported in Mexican patients. Thus, the results
from the present screening include 12 distinct mu-
tations, resulting in a total of 46 different muta-
tions detected in the Mexican population sampled.
As follows, by using a combination of research
strategies over 77% of CF alleles were characteri-
zed (Tablel).

Seven mutations showed a frequency greater than
1%: p.F508del was the most common mutation
(44.6%), followed by p.G542X (7.4%), p.N1303K
(2.4%), p.1507del (1.5%), p.R334W (1.5%), p.5549N
{1.5%) and ¢.3849 + 10kbC > T (1.3%) (Tablel).
These seven mutations represented 60.2% (277/460)
of all Mexican CF alleles studied in this work. Ex-
cept for p.F508del, these mutations are more fre-
quent in Mexican patients than in the worldwide
population or in other Hispanic populations (Table
2). The remaining 39 mutations accounted only for
17.5% of identified CF alleles. Mutations ¢.621 + 1G
> T, ¢.394delTT, ¢.2789 + 5G > A, ¢.3659delC,
c.2143delT, p.E60X, ¢.2184delA, ¢.711 + 5G > A,
c.1717-1G>A, ¢.CFTRdel2,3 (21kb), ¢.3905insT,
p.R560T, ¢.1898 + 1G > A and p.S1251N, which
were contained in the kit, were not detected in our
patients.

Forty-one patients (17.8%) were homozygous for
p.F508del and 123 (53.5%) were classified as being
compound heterozygous. Regarding the p.G542X
mutation, 5 patients (2.2%) were homozygous and
24 (10.4%) heterozygous.

DISCUSSION

Mexicans are an admixed population with a very
complex genetic structure, where Native American
genes account for 51%, European genes for 45.4%
and African genes for 3.7%%7. Perhaps because of this
complexity, Mexico has a very broad spectrum of
CFTR mutations, including some found only in Mexi-
cans.??8 Therefore detection of CFTR mutations in
the Mexican patients is complicated. In this study,
the analysis of the most common mutations
(p.F508del, p.G542X, p.N1303K, p.R553X and
p.G551D), allowed the characterization of only ~50%
of the affected chromosomes, whereas in Caucasians,
the search for the same mutations could achieve a
98% detection rate of affected alleles.®2%3% In popula-
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Table 1. Frequency ot CFTR gene mutations in 230 Mexican patients.

Mutations Location Affected Affected Affected Total Detection
inCFTAR  allelesinumberof  allsles’ number of  alielesitotal of  frequency Systems
gen chromosomas. chromoscmes chromosomes (%)
In Orozco, et af, in this wark (n)
2000 {n=350)
(n=184)
0.F508del Exon 10 79194 126350 205/460 446 KIT-CFTR/36
0.G542X Exon 11 12194 221350 34/480 74 KIT-CFTR/36
p.N1303K Exon 21 4/194 71350 117460 240 KIT-CFTR/36
0.5548N Exon 11 5194 21350 7/460 152 SSCP
0.1507del Exon 10 5/194 2/350 7/460 152 mHET, KIT-CFTR/A8
0.RIUW* Exon 7 - 71350 74480 152  SSCP, KIT-CFTR/36
¢.3849 + 10kbC > T Intron 19 11194 5i350 6/460 13 KIT-CFTR/36, mHET
€.3199_3204¢kel Exon 17z 21194 21350 4/460 087 KIT-CFTR/36
p.A455E" Exon & - 4i350 47480 0.87 KIT-CFTR/36
p.1148T Exon 4 3194 1/350 4/460 087 mHET, KIT-CFTR/36
p.R75X Exond 31194 . 3194 154" mHET
c406-1G> A Intron 3 3194 - 3/194* 1547 mHET
¢-2055_2063del Exon12 2194 1/350 3/480 0.65 SSCP
c.1078del™ Exon 7 1194 1/350 2/460 0.43 mHET, KiT-CFTR/36
¢.2183AA > G Exon 13 2/194 - 2/460 043 mHET, KIT-CFTR/36
c.3120 + 1G = A Intron 16 - 2/350 2/460 043 KIT-CFTR/36
c.3272- 26A > G Intron 17a - 2/350 2/460 043 KIT-CFTR/36, SSCP
c711+1G>T Inkron 5 - 21350 2/480 043 KIT-CFTR/36
c.935delA Exon 6b 21194 - 2/480 043 mHET, SSCP
p.GBSE Exon 3 11194 14350 2/460 043  mHET, KIT-CFTR/38
p.1506T Exon 10 2194 - 2/460 0.43 SSCP
p.Q552%* Exon 11 - 21350 2/460 0.43 KIT-CFTR/36
p.W1282) Exon 20 - 2/350 2/480 043 SSCP, KIT-CFTR/38
¢.1716G > A Exon 10 1194 - 11194 0.51™ mHET
¢.1924_1930del Exon 13 1194 1/460 021 SSCP
€.297-1G> A Intron 2 1194 1194 051 mHET
¢.4160_4161insGGGG Exon 22 11194 11194 0.51* mHET
c.846delT Exon 6a 1194 - 11460 021 mHET, SSCP
p.D1152H" Exon 18 - 1/350 1/460 021 SSCP
p.G551D Exon 11 1/194 - 11460 021 SSCP
p.G551S Exon 11 11194 1460 021 SSCP
pH199Y Excn Ba 1194 - 1/460 0.21 mHET, SSCP
¢.IV58-5T" Intron 8 - 1350 1460 021 SSCP
p.L5585 Exon 11 1/194 - 1/460 021 mHET, SSCP
p.P750L Exon 13 11194 - 1/460 0.21 mHET, SSCP
p.R1182%* Exon 19 - 1/350 1/460 0.21 KIT-CFTR/36
p.R117H Exon 4 11194 - 1/480 0.21 mHET, SSCP
p.R347P" Exon 7 - 1/350 17460 024 SSCP, KIT-CFTR/36
p-R553X Exon 11 11194 - 1/460 021 SSCP
p.R75Q Exon 3 11194 - 11194 051 mHET
p-T1036N" Exon 172 - 17350 1/460 0.21 SSCP
pV754 M Exon 13 1/184 - 1/460 0.24 mHET, SSCP
p-W1069X Exon 17b 14194 11460 021 mHET, SSCP
pW10S8C Exon 17b 1194 1/460 021 mHET, SSCP
p.W1204X Excn 19 11194 1/194™ 0.51" mHET
p.Y1092% Exon 170 1194 1/460 0.2 mHET, SSCP

*Mutalions detecled in this sludy. “*Frequency from 194 alleies reported by Orczco, ef al, 2000 (these mutalions were not screenad n this study).
mHET: Multiglex Heteroduplex Analysls. SSCP: Single Strard Confermation Palymorghism.
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Table 2. Comparison of the frequencies of the most common CFTA gene mutations in 230 (460 chromosomes) Mexican patients with those in other po-

Zygous  compound  palient

pulations.
Mutations Mexicans Workdwide’ Frequency (%) in Frequency (%)
This study (%) Latin Americans®? in patients of
Spanish Ancestry™
p.F508del 44 680 66.00 46.69 51.74
p.G542X 740 240 508 770
p.1507del 1.52 0.20 023 107
p.N1303K 240 1.30 165 292
p.RI3W 1.92 0.10 090 1.79
p-S54S8N 152 0.10 C.14 0.00
€.3848 + 10kBC > T 1.30 0.20 0.41 0.00
TOTAL 60.30 70.30 55.10 £5.22
l
hb-: [— Mar}'&er line 3 m Mar{cer ling
’ =% Conj. control ] - Conj. contro!
S 1 M.621 + 1G-T J—" - M.OF508
M . 143849 + 10kDC-T — 2- .G542X
pe—— 3 M.2183AA-G r— 3- M.N1303K
. M.393delTT u— - MW 1262X
g 5. 1).2789 + 5G-A 5 M.GS551D
e . M.R1162X p— 6 M.1717-1G-A
UNMSS  7- M.365906lC pu— 7- M.R853X
p— 5. M R117H ) 5 M. CFTRU8I2.3(21kb)
— 5. }1.R334W 9 M. DIS07
ro—y 10 M.R347P 10- M.711 + 1G-T
11-M.G8SE jmined 11 M.3272-26A-G
— 12- M.1078delT pra— 12- M.3905insT
| iy 13- M. A455E _— 13- M.R560T
p——— (4. 1A2143delT o 14 M.1898 + 1G-A
— 15 M.E60X ; 15- M.S1251N
16 M.2184delA _' 16- M.I148T
— 17- 711 + 5G-A __1 17- M.3199del6
5 W62+ 1GT — 18-M.3120 + 1G-A
f — 19- W.3849 + 10kbC-T == 19- M.Q552X
i 20- W.2183AA-G = W21B4delA sy 20- W. OF508 = W. DIS07
— 21- W.393delTT je— ‘ 21- W.G542X
i pu— 22 W.2789 + 5G-A | — ﬁ§ 22- W.N1303K
p— 23- W.R1162X f 23- W.W1282X
pos, P 24. W.3659deiC - _ 24- W. G551D
yumm—y 25, W.R1117H o 25~ W.1717-1G-A
o ] 26- W R334W o 26- W R553X
il 27. W R347P et 27 W.CFTAdeI2,3(21kb}
E o] 25 .G5E b 25 W.711 + 1G-T
e bl 29.\.1078deIT vl 29- W.3272-26A-G
Jrm— = 30- W.A455E __ 30- W.3905insT
pr— p— 31 W.2143delT Lamad 31- W RS50T
‘ o — 32 W.E60X ot 32- W.1898 + 1G-A
e ?AG }‘:\!.?Iﬂ x4G6-A — gf m'li::?m Figure 1. Detaction of
g 343_r 56_!rr i C 1 5. w.31994ei6 known mutalions using the
.- T 35 7T i ® 36- W 3120 + 1G-A assay’s strips (Inno-Lipa CFTR36
— R ot 37 W. (552X assay). An example of a helero-

p.G542X/c.3949 + 10kbC > T.
The patient shows the polymor-
phisms 7T and 97.
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tions with a high heterogeneity, such as in Mexico, a
variety of methodologies should be combined to im-
prove the detection rate of the CFTR mutations.

In fact, in this study different strategies were
used in order to improve the detection rate of CFTR
mutations in the 230 Mexican patients, and we
found 46 mutations, 12 of them (p.R334W, p.A455E,
c.3120 + G > A, c.3272-26A > G, c.711 + 1G > T,
p.Q552X, p. W1282X, c.IVS8-5T, p.R1162X and
p.R347P, p.D1152H and p.T1036N) had not yet been
reported previously for Mexican people. Overall, our
strategy led to the identification of 77.7% of all
affected alleles, which document that Mexico has
one of the widest spectrums of CFTR mutations
worldwide due in part to the great ethnic diversity
and the heterogeneity in the genetic background.
With the combination of these technologies it was
possible to identify seven mutations that showed a
frequency greater than 1% in the Mexican popula-
tion: p.F508del (44.6%), p.G542X (7.4%), p.N1303K
(2.4%), p.1507del (1.5%), p.5549N (1.5%), p.R334W
(1.5%) and ¢.3849+10kbC > T(1.3%) which 1s rele-
vant to optimize future screening of the CFTE muta-
tions in populations like ours.

It should be noted that despite the combination of
technigues used, —23% of the alleles remained still
uncharacterized, showing that there are still a great
number of unknown alleles, perhaps rare mutations,
however we cannot rule cut the possibility that in
the Mexican population there could exist an undeter-
mined endemic mutation with a high frequency. On
the other hand, in this study only 19 of the 36 muta-
tions included in the kit CFTH36 were detected, may
be due to the fact that the kit was fashioned specifica-
lly for Caucasian population. Therefore it 1s neces-
sary to identify all CFTR mutations affecting
Mexican population to design a kit targeted for our
population, including the most frequent mutations,
and the remaining described in this study (Table 1).
Improvements in the mutational screening analysis
and strategies employed, as shown by the use of the
two technologies in this study, will aid in elucidating
the mutations involved in CF in admixed populations.
Finally, more detailed knowledge of the ethnic and
geographical distribution of CFTR mutations will im-
prove the CF detection programs in a given popula-
tion313% and allow the development of more effective
methods of diagnosis and treatment.
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