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ABREVIATURAS
FQ :  Fibrosis Quistica
CFTR : Proteina Reguladora de la conductancia transmembrana de la

fibrosis quistica

ADN : Acido desoxirribonucleico

ARN : Acido ribonucleico

dNTP :  Desoxinucledtidos trifosfato

EDTA :  Etilen diamino tetra acético

NADH : Dinucleétido de nicotinamida y adenina reducido

pb : Pares de bases

PCR : Polymerase Chain Reaction (reaccion en cadena de la
Polimerasa)

RFLP : Restriction fragment length polymorphism (polimorfismo

de la longitud de los fragmentos de restriccion)

STE : Sodio tris EDTA

TAE : Tris acetato EDTA

TBE : Tris borato EDTA

U : Unidades

v : Volumen

Mbo I : Moraxella bovis

BstO 1 : Bacillus stearothermophilus

Hinc 11 : Haemophilus influenzae



RESUMEN

En este trabajo se determino la frecuencia de las mutaciones AF508, G542X, G551D y
R553X, en el gen cftr de pacientes diagnosticados con fibrosis quistica (FQ) del Instituto
Especializado de Salud del Nifio. Participaron doce nifios del servicio de neumologia
diagnosticados con FQ, en cada caso los padres de los pacientes firmaron un
consentimiento informado, previo a su inclusion en el estudio. Se tomaron muestras de
leucocitos de sangre venosa para extraer ADN gendmico y se amplificaron regiones
especificas del gen cftr por la reaccion en cadena de la polimerasa con cebadores
especificos disefiados para detectar las mutaciones: AF508 en el ex6n 10; y G542X, G551D
y R553X en el exon 11. Los productos amplificados fueron cortados con las enzimas Mbol,
Bst O1, Hinc 1l y Mbol respectivamente. Se identificaron: un paciente homocigoto para la
AF508, cuatro pacientes heterocigotos AF508/OTRA, un paciente homocigoto para la
G542X, y seis pacientes OTRA/OTRA. Las mutaciones G551D y R553X no fueron
detectadas en este trabajo. Las frecuencias alélica para las mutaciones AF508 y G542X

fueron 25% y 8.3% respectivamente.

Palabras Clave: Fibrosis Quistica, gen cftr, Mutacion AF508, Mutacion G542X, RFLP-

PCR.



SUMMARY

In this study we determined the frequency of the mutations AF508, G542X, G551D and
R553X, in the CFTR gene of patient diagnosed with cystic Fibrosis (CF) of the “Instituto
Especializado de Salud del Nifio”. Study the DNA of twelve individuals diagnosed with
CF, all of them taken care of in the Pneumology Service of the “Instituto Especializado de
Salud del Nifio”. In each case the parents of the patients signed an informed consent,
previous to their include in the study. Genomic DNA was extracted from leukocytes that it
was isolated of a sample of blood, then were amplified by PCR by specific primers for the
exon 10 (Mutation AF508) and exon 11 (Mutations G542X, G551D and R553X). The
products of amplification were analyzed by restriction enzymes Mbol, BstO1 and Hind 1l
respectively. We identify a patient homozygote for it AF508, four patients heterozygote
AF508/OTHER, one patient homozygote for the G542X, and six patients OTHER /
OTHER. The mutations G551D and R553X were not found. The mutation AF508 presented

a allelic frequency of 25 %, whereas the mutation G542X was found in 8.3 %

Key words: Cystic fibrosis, cftr gene, AF508 mutation, G542X mutation, RFLP —PCR.
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I. INTRODUCCION

La Fibrosis Quistica (FQ) es una enfermedad multisistémica originada por defectos
genéticos que alteran el flujo de iones y por tanto del agua causando secreciones viscosas
y esté frecuentemente asociada a poblaciones de origen caucasico. A nivel mundial, la
incidencia de FQ es de 1 en 2 500 a 1 en 4 000 recién nacidos vivos y tiene una
frecuencia de portadores variable que dependen de la constitucion étnica de cada pais asi
se ha descrito uno en cada 20 6 25 nacidos vivos 2.

La proteina transportadora de cloro denominada CFTR que significa reguladora de la
conductancia transmembrana de la fibrosis quistica es codificada por el gen cftr® en el
cual se han descrito aproximadamente 1593 mutaciones, siendo las mas frecuentes:
AF508, G542X, G551D y R553X; las cuales representan el 70.0, 2.4, 1.6 y 0.7 % de los
casos de FQ respectivamente®.

La FQ afecta principalmente las vias respiratorias, gastrointestinales y las glandulas
sudoriparas de la piel, siendo sus manifestaciones clinicas mas importantes: infecciones
respiratorias recurrentes, sindrome de malabsorcion intestinal, alteracion del contenido
de electrolitos en el sudor, ileo meconial al nacer, deficiencia en el crecimiento,
ocasionalmente cirrosis u otras formas de disfuncion hepética o insuficiencia pancreatica,
infertilidad masculina debido a azoospermia, infecciones por Staphylococcus aureus o
Pseudomonas aeruginosa en el tracto respiratorio, etc.?.

En el Pert, segun el censo del 2007 se registro una poblacién de 28 220 764 habitantes y

se estimd una tasa bruta de natalidad de 20 por cada 1000 habitantes®, tomando como
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incidencia 1 en 9000 de los recién nacidos vivos hijos de hispanos en los Estados

Unidos”®, se estima que naceran anualmente 71 nifios con FQ en Per0.

En este estudio se busca determinar la frecuencia de las mutaciones AF508, G542X,
R553X y G551D en el gen cftr de pacientes diagnosticados con FQ del Instituto
Especializado de Salud del Nifio, con el fin de contribuir en el diagndstico, tratamiento y

en una mejor calidad de vida del paciente.
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1.1 OBJETIVOS

Objetivo General:

Determinar las mutaciones AF508, G542X, G551D y R553X en el gen cftr de

pacientes diagnosticados con FQ del Instituto Especializado de Salud del Nifio.

Objetivos Especificos:

1.  Estandarizar la reaccion en cadena de la polimerasa y el polimorfismo en
longitud de los fragmentos de restriccion.
2. Analizar e interpretar los perfiles de restriccion de los productos

amplificados.
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II. ANTECEDENTES

2.1 Fibrosis Quistica

La Fibrosis Quistica (FQ) es una enfermedad de prevalencia desconocida en el
Pert, sin embargo se han realizado algunos trabajos de investigacion
relacionados con esta enfermedad. En 1966, Tori describié 3 casos de FQ, los
cuales fueron diagnosticados clinicamente y con pruebas de sudor no
estandarizadas”’.

En 1994, Aguirre | y col. reportaron 9 casos de pacientes con diagnéstico
altamente sugerente de fibrosis quistica, la edad promedio de diagnostico de la
enfermedad fue desde los10 meses a los 12 afios™.

En 1998, Escalante R. reporta 10 casos de pacientes con diagndstico sugerente
de FQ atendidos en el Instituto Especializado de Salud del Nifio (IESN), los
datos fueron recolectados en el periodo de 1991 a 1996

En el 2001, Torres V. describe 13 casos, con diagnéstico de FQ en pacientes
cuyas edades fluctuaron desde un mes hasta los 9 afios con 8 meses, todos ellos
registrados desde enero de 1991 hasta abril del 2001. En este estudio se enfatiza
que en los dltimos afios se ha incrementado el nimero de diagnosticos con FQ
aproximadamente 13% con relacion al afio anterior®.

Actualmente, en los paises desarrollados los individuos diagnosticados con FQ
son sometidos a tratamientos terapéuticos avanzados, por lo que éstos tienen

una esperanza de vida superior de 30 afios; en cambio, en el Perd la esperanza
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de vida seria menor. En Latinoamérica se calcula que mas del 95 % de FQ no se
diagnostican debido a la falta de sospecha clinica y de elementos adecuados

para el diagnéstico™

2.1.1. Fisiopatologia de la Fibrosis Quistica
La FQ es una enfermedad multisistémica de evolucion cronica, progresiva y letal
originada por un defecto genético que altera el flujo de iones y por lo tanto del
agua, lo cual produce secreciones densas y secas, las cuales son el origen de los
signos y sintomas de la enfermedad. La obstruccion de las mucosas en las
glandulas exocrinas es la principal causa de morbilidad y mortalidad en pacientes

con FQ B,

2.1.2. Manifestaciones Clinicas
Segun Shwachman “La FQ se enmascara de diversas formas, lo que es causa de
numerosos errores”. Las manifestaciones clinicas de la FQ dependen
esencialmente de la edad del paciente, pues es una enfermedad progresiva y con
predominio del érgano mas afectado, lo que frecuentemente, pero no siempre, se
correlaciona con el genotipo™.
Las manifestaciones clinicas de la FQ al ser muy variadas, se pueden clasificar de
la siguiente manera:
A. Manifestaciones clinicas respiratorias

B. Manifestaciones nutricionales y gastrointestinales
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A. Manifestaciones clinicas respiratorias

El transporte de electrolitos es parcialmente responsable de la cantidad y de la
composicion del fluido en la superficie de la via aérea. El esputo espeso que se ve
tipicamente en los pacientes FQ puede ser el resultado de una baja hidratacion del
fluido que recubre la superficie de la via aérea secundaria a una secrecion anormal
de cloro y a una hiperabsorcion del sodio. Los tapones mucosos resultantes, impiden
la limpieza ciliar normal y por lo tanto la sobrecolonizacion con bacterias, las cuales
inducen una respuesta inflamatoria responsable de la destruccién final del tejido
pulmonar.

La pérdida de agua incrementa la viscosidad del moco y dificulta el clearence
mucociliar y el reflejo de la tos. Las bacterias que invaden el pulmén son atrapadas
en este moco espeso en el borde apical de la célula en donde encuentran un medio
microaerdfilo con condiciones favorables para crecer. En los Gltimos afios, diversos
estudios han facilitado el mejor entendimiento de los patdgenos que frecuentemente
habitan la via aérea de los nifios con FQ, éstos son: Pseudomonas aeruginosa,

Staphylococcus aureus, Haemophilus influenza, etc. *> !¢

. Manifestaciones nutricionales y gastrointestinales

El compromiso pancreatico comienza en la vida prenatal. La insuficiencia
pancreatica exocrina esta presente en 80-85% de los pacientes con FQ. De aquellos
con suficiencia pancreatica, una proporcion variable evoluciona hacia la
insuficiencia, en especial los individuos que tienen la mutacion AF508. La actividad

de lipasa es la mas comprometida, pero también hay disminucién de colipasa,
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fosfolipasa A, tripsina, amilasa y de la secrecion ductal de agua y bicarbonato, lo
que lleva a una mala digestion de grasas y en menor grado de proteinas. La
mantencion de un pH &cido en segmentos altos del intestino facilita la inactivacion
de la lipasa, contribuyendo a la mala digestion de grasas. Clinicamente puede
evidenciarse esteatorrea, pero en ocasiones se presentan deposiciones semiliquidas,
e incluso estas pueden tener aspecto normal *°.

El retraso de crecimiento, la desnutricién y algunas carencias especificas son
manifestaciones clinicas frecuentes en los pacientes con FQ, e incluso pueden
constituir la forma de presentacion en lactantes. Este es el caso de la triada de
anemia, hipoalbuminemia y edema en nifios con lactancia materna exclusiva, y
también la presentacion con alteraciones cutaneas derivadas de la carencia de acidos
grasos esenciales que suele ser confundida inicialmente con dermatitis seborreica.*’
De acuerdo a datos recientes de la Fundacion Internacional de FQ, un 20% de los
nifios afectados presentan peso y/o talla por debajo del percentil 5 para la edad. El
estado nutricional es un importante marcador de sobrevida en pacientes con FQ, ya
que existe correlacion entre el deterioro nutricional y el grado de compromiso de la
funcion pulmonar. La malnutricion tiene un efecto deletéreo en los mecanismos de
defensa, en la estructura pulmonar, en el control de la respiracion y en la fuerza
muscular, lo que se traduce en mayor fatigabilidad y menor calidad de vida; de aqui
la importancia de un manejo nutricional adecuado, asociado a vigilancia nutricional

periddica >,
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2.1.3.Gen cftr
El gen cftr responsable de la FQ fue identificado mediante técnicas de clonacion en
1989, se localiza en el brazo largo del cromosoma 7 en el sector denominado g31-
q32'* ?°, Este gen mide aproximadamente 250 kilobases, 27 exones y transcribe un
ARN mensajero de 6,500 bases, se expresa en las células secretorias, senos
paranasales, pulmones, pancreas, higado y tracto reproductivo. El producto del gen es
una proteina de membrana que contiene 1480 aminoacidos, esta proteina es
denominada reguladora de la conductancia transmembrana de la FQ (CFTR, Cystic
Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator) y esta ubicada en la porcion apical

de la membrana de las células epiteliales®.

2.1.4.Proteina CFTR
A) Formacion y Estructura de la CFTR

La proteina CFTR es sintetizada en la membrana del reticulo endoplasmico, luego
pasa al aparato de Golgi donde es glicosilada y sufre un plegamiento
sobre si misma para posteriormente pasar a traves del citoplasma, acompafiada
por proteinas chaperonas, y finalmente localizarse en la membrana apical de los
epitelios secretores de las glandulas exocrinas®.

Estructuralmente es una proteina  simétrica, compuesta de dos unidades
estructurales homologas, cada una de ellas contienen los dominios MSD1y
MSD2 que se extienden a través de la membrana celular y contribuyen a la

formacion del poro del canal, dos dominios de hidrdlisis de ATP también llamados
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dominios de union con nucledtidos (NBD1, NBD2), unidos por un dominio
regulador central (R) rico en sitios de fosforilacion. La estructura hipotética de la
CFTR se ubicd dentro de la super familia de transportadores “ATP-binding
cassette” (ABC) reguladas por AMP ciclico, debido a que presenta la caracteristica
de esta familia de moléculas transportadoras de solutos a través de las membranas
localizdndose tanto en membranas celulares de ceélulas eucariotas como de
procariotas; sin embargo, el dominio R es Gnico del CFTR®#%

Los dominios transmembrana MSD1 y MSD2 estan constituidos por seis regiones
dispuestas en linea y estan separados por un citoplasma que contiene el primer
dominio de wunion a nucledtido (NBD1) y el dominio regulador (R). El
segundo dominio de unién a nucledtido (NBD2) estd presente en la porcion
carboxilo terminal de la proteina®.

Una vez codificada la CFTR es integrada en la membrana del reticulo
endoplasmico, es N-glicosilada por la adicion de dos grupos glicosilados

incrementando su peso de 130 a 150 kDa?:%.

Con la ayuda de moléculas
chaperonas, como la calnexina y la Hsp70, la proteina es plegada, siendo
resistente a las proteasas, y transportada al complejo de Golgi. Este proceso es
aparentemente muy ineficiente ya que solo el 25% de la proteina plegada adquiere
una forma resistente a las proteasas y de esta manera puede ser transportada al

complejo de Golgi®. En este lugar, los grupos glicosilados son modificados dando

como resultado una proteina madura de 170 kDa "% (Figura 1).
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Extracelular

Membrana
Dominio Dominio Apical
Transmembrana 1 Transmembrana 2 Plasmatica
Dominio 2
Dominio 1 - Unién a Nucleétido
Unién
Nucleétido Domini% Regulador TRL
(Sitio de Fosforilacion)
Otros canales
ionicos Sefal
Transduccion a
Intracelular Proteinas Cito esqueleto

Figura N° 1: Estructura Hipotética de la CFTR'®,

Tomado y modificado de Ratjen F, Doring G. Cystic fibrosis. Lancet 2003; 361:681-9

B) Funcion de la CFTR
Diferentes estudios han demostrado que el transporte de cloro a través de la
membrana celular es regulado por la fosforilacion de la Protein Kinasa A
(PKA) dependiente de AMPc?.
La activacion del canal requiere de una preparacion que es dada por la fosforilacion

del dominio Ry posteriormente, necesita de una interaccion con los dominios NBF
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y con otras partes de la proteina. La activacién del NBF1 es necesaria para la
apertura del canal y determina el tiempo de cierre mientras que la funcion
del NFB2 regula el tiempo de apertura y no es necesaria para iniciar la apertura

del canal®®.

La CFTR se denomind inicialmente como un canal de cloro; sin embargo, la
presencia de puntos de fosforilacion y la capacidad de hidrélisis del ATP indican
que la proteina requiere energia para realizar su funcion, lo que sugiere
que actlia principalmente como un transportador de cloro®. Existe controversia
sobre si el CFTR actia como un canal de cloro individual o como unidades de
conduccién compuestas por la unién de dos o mas proteinas CFTR?.

Recientemente ha llamado la atencion la presencia de una cadena de cuatro
aminoacidos localizada en la porcion COOH terminal Ilamada dominio de union
PDZ. Los dominios PDZ estan presentes en proteinas de sefial intracelular y en
otras proteinas asociadas a la membrana plasmatica. Estudios experimentales
han demostrado que estos dominios PDZ pueden funcionar como sitios de union
entre dos proteinas CFTR; asi, los canales CFTR podrian formar de manera
transitoria dimeros con alta actividad conductora de cloro®. Sin embargo, estos

hallazgos estan aun por confirmar.

La funcion de la CFTR parece ir mas alla de su papel como transportador de cloro.
En humanos con FQ asi como en ratones con delecciones inducidas del gen de la
cftr, la ausencia de la CFTR influye en la expresion de otros productos del

gen como la de proteinas importantes en la respuesta inflamatoria, en los
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procesos de maduracion, en el transporte de otros iones y de sefales

intracelulares®

2.1.5.Mutaciones de la FQ
A la fecha se encuentran registradas 1593 mutaciones en el gen cftr * que figuran en
la base de datos para mutaciones del Consorcio de Analisis Genético de la Fibrosis
Quistica (www.genet.sickkids.on.ca/cftr), que en su mayoria son mutaciones
puntuales o microdeleciones y existen aproximadamente 200 polimorfismos que no
31 f . -7
causan enfermedad®". Diversas mutaciones causan defectos en la produccion y en la
funcién de la proteina CFTR por diversos mecanismos moleculares.

Segun el consenso de 1998 de la Fundacién de la Fibrosis Quistica®*

, para ser
consideradas mutaciones deben cumplir con los siguientes criterios: causar cambios
en la secuencia aminoacidica que afecte severamente la sintesis y/o funcién de la
proteina, introducir una sefial de término prematura, alterar los nucle6tidos de los
sitios intrénicos de maduracion del ARNm, generar una secuencia aminoacidica

nueva que no ocurra en los genes normales de al menos 100 portadores de

mutaciones para la FQ del mismo grupo étnico®.

2.1.6. Clasificacion de las mutaciones de la CFTR
Las mutaciones se han clasificado en 6 clases de acuerdo a la consecuencia que

estas cumplen sobre la proteina y su funcion. (Figura 2)
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A. Clase I. Defecto en la sintesis de la CFTR’

Las mutaciones de esta clase producen la sintesis defectuosa de la proteina por
contener sefiales de terminacion prematura y por ello generan un ARNm
inestable o la produccidon truncada de una proteina. EI mecanismo por el cual se
termina la traduccion, es altamente conservada entre la mayoria de los
organismos Yy es casi siempre sefialado por los codones de terminacion o parada
UAG, UAA o UGA. En el caso de estas mutaciones, existe la presencia de un
codon de parada prematuro que dirigen la produccion de un ARNm inestable,
trayendo como consecuencia la ausencia de la sintesis de la proteina CFTR o
la sintesis de una proteina anormal, la cual tiende a ser inestable y a
degradarse relativamente rapido en el citoplasma o que se desprende facilmente
de la membrana celular *°. Cerca del 5 al 10% de las mutaciones del gen cftr
son debidas a este defecto de trascripcion y se denominan con una X como la
Gb42X. La mutacion G542X es la mutacibn mas frecuentemente
encontrada en Espafia después de la AF508*. El efecto neto de las
mutaciones de esta clase es el de ausencia de la proteina CFTR en la membrana
apical de las ceélulas.

Cuando se produce esta clase de mutacion se espera que se produzcan pocos
canales de cloro o ninguno. Por ello, en los pacientes portadores de mutaciones
pertenecientes a esta clase no se espera que la proteina CFTR sea perceptible en

la membrana apical de las células epiteliales respiratorias %°.
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B. Clase II. Defecto en el procesamiento

Después de ser traducido en un péptido en los ribosomas, la proteina CFTR
experimenta una serie de procesos de glicosilacion y plegamiento, en el
Reticulo Endoplasmatico (RE) y el Aparato de Golgi. Las mutaciones de la
clase Il causan la debilitacion de este proceso debido a que se produce la
sintesis de una proteina CFTR que no puede plegarse correctamente y asumir su
configuracién terciaria apropiada. Por lo tanto la proteina es retenida en el RE y
es reconocida para la degradacién. Los mecanismos de control de calidad en el
RE reconocen un error en el plegamiento o pueden ser también cuando la
proteina es colocada parcialmente en la membrana; por ello las proteinas
secretoras bloquean la salida de esta hacia otro compartimiento distal,
esperando asf la sefial para ser degradada por proteosomas citoplasmaticos *°.

A esta clase pertenece la mutacion AF508 que es la mutacion con una
prevalencia mayor en todos los grupos étnicos. Otras mutaciones
clinicamente importantes como la N1303K, 1507del, R1066C o la G85E
pertenecen a esta clase”.

Las mutaciones de la clase Il estan distribuidas a lo largo de todo el gen del
CFTR. El defecto en la maduracion de la proteina esta relacionado, con mayor
frecuencia, con mutaciones que afectan la sintesis del dominio NBD1.
Esto sugiere que el patron de plegamiento del NBD1 o de las
secuencias contiguas es muy sensible a los cambios debidos a las
mutaciones. El efecto neto en este grupo es el de ausencia de la proteina CFTR

en la membrana apical de las células .
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C. Clase III. Defecto en la regulacion

La fosforilacion de la proteina CFTR por una proteina kinasa y la
defosforilacion por la proteina fosfatasa son considerados los principales
caminos por los cuales la actividad de la CFTR o canal de cloro es regulada
fisiologicamente. En esta clase de mutacion la proteina se produce y procesa en
el citoplasma, se transporta e inserta en la membrana apical de la célula, sin
embargo es resistente a la fosforilacion y a la unién con el ATP, esto quiere
decir que se produce un defecto en la actividad reguladora de la proteina CFTR
o canal de cloro®.

Estas mutaciones afectan el proceso de regulacion al impedir la union del
ATP vy la hidrolisis de los dominios NBD1 y NBD2 requeridos para la
activacion del canal. Las alteraciones en el dominio NBD1 pueden afectar
también la regulacion de otros canales como el ORCC o el canal de potasio
ROMK?*, El efecto neto de la CFTR es una cantidad normal no funcional en
la membrana apical de las células #. La mutacién sin sentido G551D es un

ejemplo de mutaciones de la clase 111%.

D. Clase IV. Defecto en la conductancia
La mayoria de las mutaciones diagnosticadas hasta la fecha se localizan
en la region del dominio MSD1, el cual estd implicado en la formacion del
poro del canal. En esta clase de mutacion la proteina CFTR también puede ser

producida, procesada, e insertada en la membrana apical, sin embargo, la
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conductancia a través del canal esta alterada, pero la proteina mantiene
cierta funcion residual .

Entre las mutaciones méas frecuentes de la clase IV se encuentran la
R117H, R347P y la R334W. El efecto neto es la presencia de una cantidad

normal del CFTR en la membrana apical pero presentan una reduccion en el

transporte de cloro en este canal®®.

E. Clase V. Defecto parcial en la produccion o en el procesamiento

En esta clase de mutacion se presenta una reducida sintesis de CFTR. Por ello se
origina una disminucion de la cantidad de proteina CFTR activa presente
en la membrana apical; y pueden asociarse a mutaciones del promotor 0 a un
trafico ineficaz %.

Por esta razon, solamente se afectan los drganos altamente sensibles a la
disfuncion del CFTR. Estas mutaciones no se asocian Unicamente a pacientes
con cuadros clasicos de fibrosis quistica sino también a pacientes con
enfermedades mono sintomaticas. Algunas mutaciones encontradas con una
frecuencia relativa alta como la 2789+5G—A o0 la 3849+10kbC—T,
pertenecen a esta clase. El efecto neto es una cantidad funcional reducida

de la CFTR en la membrana apical®.
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F. Clase VI. Defecto en la regulacion de otros canales.

En esta clase se agrupan mutaciones que afectan las propiedades reguladoras

del CFTR sobre otros canales de iones como el ORCC o el ENAC 3,

Figura N° 2. Clases de Mutaciones en el gen cftr

Clase de defectos en el gen cftr incluye la ausencia de sintesis (clase 1);
defecto de la maduracion de la proteina y degradacién prematura (clase
I1); desorden en la regulacién, como la disminucién de la unién a ATP e
Hidrolisis (clase I11); defecto en la conductancia del cloro (clase 1V);
reducida sintesis de CFTR (clase V); y una acelerada expulsion de la
proteina de la superficie celular (clase VI) .

Tomado de Ratjen F, Doring G. Cystic fibrosis. Lancet 2003; 361:681-9
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2.1.7. Mutaciones mas frecuentes de la Fibrosis Quistica

Se ha observado una gran variedad en el espectro de las mutaciones del gen cftr,
particularmente en el Sur de Europa y América Latina. Al parecer este fendmeno
esta relacionado con la composicion étnica de cada region, por ejemplo, la
distribucion de la mutacion mas comuin, la AF508, varia de un maximo del 100%
en Dinamarca hasta 24.5% en Turquia®.

Sin embargo en poblaciones con predominancia de la raza caucésica, la mutacion
AF508 es muy frecuente, por ello la busqueda de las cuatro mutaciones mas
frecuentes en el gen cftr AF508, G542X, R553X y G551D logra la deteccion del
85 a 90% de los alelos asociados a la FQ*.

Las otras mutaciones en el gen cftr son poco comunes y aunque algunas son
frecuentes en ciertas poblaciones, la mayoria se presentan en menos de 1% de los
cromosomas FQ. Inclusive, la segunda mutacion mas comun (G542X), se detecta
solo en 2.4% de los alelos cftr afectados en todo el mundo, exceptuando en Espafa

y las Islas Canarias, que se ha detectado en una proporcién mas alta’ (Tabla N° 1).
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Tabla N° 1. Mutaciones mas frecuentes en el gen cftr y poblaciones con alta

prevalencia.
Mutacion | Frecuencia| (%) | Poblaciones con mutaciones especificas de alta prevalencia
| AF508 | 28,948 |(66.0) |
L Gs42X | 1082 [ (24)] Espafiola |
| G551 | 717 (e Inglesa |
| N1303K | 589 | (1.3)] Italiana |
. wg2x | 536 | (1.2)] Judia-Asquenazi |
. R553X | 322 | (0.7)] Alemana |
\ 621+1G->T H 315 H (0.7) H Francesa- Canadiense \
| 1717-1G>A | 284 | (0.6) | Italiana |
| Ru7TH | 133 [ (0.3)] |
| Ru62X | 125 [(0.3)] Italiana |
. R34 | 106 | (0.2)] |
3849+10kbC->T| 104 [ (0.2) | |
IYE A R () |
| 394delTT | 78  |10-30] Nordico, Finlandia |
G | 67 || |
_ RsGOT | 67 | | |
_ MsSE | 62 | |
| 1078delT | 57 | | |
| 2789+5G>A | 54 | | Espafiola |
. 3659delc | 54 | | |
. Reaw | s | |
| 1898+1G->T | 53 | | |
L TUHG>T | 49 || Franco-Canadiense |
| 2183AA>G | 40 | | Italiana |
| 3905insT | 38 | 6-17| Suiza |
o SssaN | 30 || |
| 2184delA | 29 | | |
| Q359K/T360K | 1875 | Judio — Georgiano |
_ MI110IK | | 69 | |
L oYyiax || |48 | Francesa |
| 1898+5G->T | | 30 | China — Taiwanés |
| 3120+1G->A | 11| Africo Americano |
] 1148T H H 9.1 H Franco- Canadiense \
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Datos obtenidos del consorcio de Analisis Genético de la FQ (1994). La frecuencia esta basada en el
screening de 43849 cromosomas FQ, aunque no todos ellos han sido analizados para las mutaciones
identificadas. En pacientes de origen caucéasico a excepcion de observaciones que indiquen lo
contrario®,

A. Mutacion AF508

La AF508 fue clasificada como un tipo de mutacion de clase Il en base a estudios
que demostraron que la proteina CFTR mutada era sintetizada pero no maduraba
de manera adecuada.

Esta mutacidn consiste en la deleccion de tres pares de bases del exdn 10 del gen
cftr esta deleccion produce la pérdida del aminoacido fenilalanina en la posicion
508 la cual afecta la sintesis del primer dominio de union a nucleétido (NBD1), lo
que resulta en un defecto en el plegamiento, y con ello una destruccién prematura
de la proteina®.

En la figura N° 3 se muestra parte del exdn 10, y se sefiala la ubicacion de la

mutacion AF508.

Figura N° 3: Ubicacion de la Mutacion AF508 ]
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La AF508 con frecuencia representa el 70% de la poblacion total de pacientes con
FQ, aunque la proporcion de este alelo varia considerablemente en funcion a la
composicion étnica de las poblaciones, asi encontramos que en Espafia se han
publicado valores promedio de frecuencias del 50%, mientras que en Latinoamérica
la frecuencia oscila entre valores relativamente bajos, aunque es de notarse que existe
una variacion entre los diferentes paises: Argentina 57.0%, Brasil 48.0%, México
40.7%°", Colombia 41.8%°®%, Venezuela 29.6%* y Chile 22.0%". Es posible que
aunque estas poblaciones estan formadas por nativos, blancos, negros y las mezclas
de las diferentes razas, estas variaciones se deban a que existen diferencias

significativas en las proporciones de los subgrupos de cada pais.

B. Mutacion G542X
La Mutacion G542X se encuentra en el exdn nimero once del gen cftr y pertenece
a la Clase de mutaciones 1 también llamada mutacion de la edicion. Esta mutacion
se produce por el cambio puntual de una guanina por una timina en la posicion 542
del aminodcido glicina en el gen cftr, lo cual lleva a la formacién del codén TGA
(codon de parada), este cambio produce por error que se finalice la formacion de la
proteina. El efecto neto de la mutacion de esta clase es la ausencia de la proteina
CFTR en la membrana apical de las células. La mutacion G542X es la

mutacién mas frecuentemente encontrada en Espafia después de la AF508°.
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C. Mutacién G511D

La mutacion G551D se produce por un cambio entre la glicina y el &cido
aspartico en la posicion del codon 551 en el exdn nimero 11 del gen cftr. La
mutacion G551D se localiza en el primer dominio NBD por ello interfiere con la
hidrélisis del ATP. Esta mutacién produce una proteina sintetizada, procesada,
transportada e insertada en la membrana apical correctamente; sin embargo
presenta una fuerte reduccion de la actividad de este canal.

Esta es la tercera mutacion mas comudn, con una frecuencia mundial del 3,1%
entre los pacientes con FQ*. Aunque las poblaciones de la pendiente celtica
muestran frecuencias de esta mutacion de hasta el 8%. El fenotipo de los
pacientes que son heterocigotos para las mutaciones AF508/ G551D son
caracterizados por un cuadro clinico tan severo como el que se presenta en los
pacientes homocigotos para la mutacion AF508, pero con un riesgo reducido de
la presencia del ileo meconial en estos pacientes.

Para su identificaciéon se emplea un cddigo de letras individuales que identifican
los aminodcidos y las bases. De esta manera, G551D es lo mismo que decir que
el amino&cido glicina (G) en la posicion 551 ha sido reemplazado por el &cido

aspartico (D).

D. Mutacion R533X
La mutacion R553X se encuentra en el exén numero once del gen cftr y
pertenece a la clase de mutaciones 1 al igual que la mutacion G542X, es
producto del cambio de una citocina por una timina que genera un codén de

parada (TGA)en la posicién 553 del gen cftr®.
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Técnicas Biomoleculares

2.2.1. Reaccion en cadena de la polimerasa

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) fue desarrollada por Kary B. Mullis, y
descrita por primera vez en 1985, una manera mas simple de sintetizar grandes
cantidades de ADN in vitro basadndose en el procedimiento que la célula emplea in

Vivo.

Por lo general, la PCR es una técnica comun y normalmente indispensable en
laboratorios de investigacion médica y biologica para una gran variedad de
aplicaciones. Entre ellas se incluyen la clonacion de ADN para la secuenciacion, la
filogenia basada en ADN, el andlisis funcional de genes, el diagnostico de trastornos
hereditarios, la caracterizacion de huellas genéticas (usada en técnicas forenses y tests

de paternidad) y la deteccién y diagnéstico de enfermedades infecciosas. **

La PCR es un método enzimatico que utiliza dos oligonucledtidos sintéticos
complementarios de los extremos 3' del molde y con sus terminales 3'OH enfrentados
como cebadores y que sintetiza numerosas copias del fragmento de ADN
comprendido entre ambos oligos. La sucesion de una serie de ciclos en las que tiene
lugar la desnaturalizacién del molde; hibridacion con los cebadores y extension de la
sintesis por accion de la ADN polimerasa, origina una acumulacion exponencial de
fragmentos especificos cuyos extremos estaran definidos por los extremos 5' de 10s
cebadores. Al poder ser utilizados los productos de un ciclo como moldes del ciclo
siguiente, el nimero de copias de ADN, se duplica en cada ciclo. Asi pues, 30 ciclos

de PCR producen una amplificacién de un millén de copias aproximadamente.*
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2.2.2. PCR-RFLP

El "Polimorfismo en Longitud de los Fragmentos de Restriccion™ (RFLP Restriction
Fragment Length Polimorphisms) representan la primera metodologia de genotipaje
basada en el ADN. EI primer ejemplo de RFLP fue descrito en 1976 para los loci de
la globina humana Py v, Esta técnica fue posible gracias al uso de herramientas
auxiliares de biologia molecular previamente descritas. Asi, en 1970 se habia
identificado la primera enzima de restriccion especifica, que podia cortar largas
cadenas de acidos nucleicos en fragmentos discretos menores. También se demostrd
que la electroforesis en gel de agarosa o poliacrilamida podia usarse para separar
dichos fragmentos por tamafio. Todo ello era complementado con la transferencia,
de &cidos nucleicos a membranas y su posterior deteccion. Basicamente un RFLP
consiste en fragmentar especificamente el ADN genomico, separar los fragmentos
transferirlos a un soporte rigido e identificar el tamafio de alguna secuencia
especifica®.

En primer lugar se aisla el ADN genomico del material biologico a estudiar. Es
importante que dicho ADN tenga un elevado grado de pureza y particularmente,
esté libre de polisacaridos y otros inhibidores de las enzimas de restriccién. El paso
siguiente es precisamente la digestion de dicho ADN mediante enzimas de
restriccion. Los fragmentos discretos generados se someten a electroforesis en gel
de agarosa para de esta forma separarlos por tamafos.

Las caracteristicas resaltantes de esta técnica son: no requiere conocimiento previo
de la secuencia, es una huella del ADN (fingerprinting) laborioso y costoso, brinda
informacion parcial de la informacidén y presenta una genérica de segregacion

codominante™.
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III. MATERIAL Y METODOS

3.1. Diseno del Estudio

Es un estudio Descriptivo - Serie de casos.

3.2. Universo
Pacientes con FQ que acudan al Instituto Especializado de Salud del Nifio en los

Servicios de Medicina, Gastroenterologia y Neumologia.

3.3. POBLACION DE ESTUDIO
3.3.1. Poblacion
Se seleccionaron 12 pacientes con diagndstico de FQ del Instituto Especializado
de Salud del Nifio y que cumplian con los criterios de inclusion del estudio; los
cuales fueron reunidos junto con sus familiares o apoderados en el servicio de
Neumologia. De los 12 pacientes que aceptaron participar voluntariamente 6
fueron varones y 6 mujeres. Las edades de los participantes comprendieron desde
los 3 afios hasta los 14 afios. A todos los pacientes y apoderados se les hizo
conocer el estudio, se les explico los detalles de éste, y se les hizo firmar una carta

de consentimiento informado.

3.3.2. Criterios de Inclusion
a) Pacientes de 3 a 14 afios de ambos sexos, diagnosticados con FQ segun el
consenso americano de FQ que se basa en el diagnostico de la enfermedad

tomando criterios clinicos como enfermedades pulmonar cronica y sinusal
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cronica, alteraciones gastrointestinales y nutricionales, sindrome de perdida de
sal y métodos de laboratorio como dos pruebas de sudor positivo o diferencia
del potencial transnasal transepitelial anormal, que asistan a los servicios de
Medicina, Gastroenterologia y Neumologia del Instituto Especializado de
Salud del Nifio.

b) Aceptacion de sus padres o apoderados mediante la firma del Consentimiento

Informado.

3.3.3. Criterios de Exclusion
a) Pacientes que se encuentren severamente afectados por la enfermedad para
evitar la posible afeccion psicoafectiva del paciente y sus familiares. Se
considerara paciente severamente afectado, aquel que segun el puntaje clinico

de Shwachman modificado (Anexo N° 1), se encuentre en la categoria severa.

3.3.4. Técnica de Muestreo
- Se enumerd correlativamente a los participantes del estudio que cumplian con

las caracteristicas de inclusion establecidas.

- Se seleccionaron 18 pacientes a través de la técnica de muestreo aleatorio
simple, la cual consistio en utilizar una tabla de nimeros aleatorios, y se
procedio a escoger en forma aleatoria una columna y una fila, el nimero que se
encontrd en la interseccion corresponde al numero del paciente, que fue

considerado en el estudio.
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3.4. Muestra Biologica
De cada paciente se extrajo 2.5 ml de sangre venosa (vena cefalica media), en
tubos vacutainer con EDTA; las muestras fueron transportadas en refrigeracion

al laboratorio.

3.5. Lugar de ejecucion del estudio

El estudio se realiz6 en el Laboratorio de Biologia Molecular de la Facultad

de Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos.

3.6. Soluciones

Se utilizaron las soluciones STE y TE para la extracciéon de acidos nucleidos
mientras que para la electroforesis en gel de agarosa se utilizaron las

soluciones Gel loading buffer y los buffer de corrida TAE y TBE.

Sodio - Tris - EDTA (STE)

- Cloruro de sodio 100 mM
- Tris 50 mM
-EDTA 10 mM

Se ajusto el pH a 8,0 y se repartio en alicuotas de 10 mL.



Tris - EDTA (TE)

- Tris 10 mM

-EDTA 1 mM

Se ajustd el pH a 8,0 y se repartid en alicuotas de 10 mL.

Buffer de cargado o "Gel loading buffer"

- Glicerol estéril 5,0mL
- 10X TAE buffer 1,0 mL
- Azul de bromofenol al 10% 1,0 mL
- Xileno cianol al 10% 1,0 mL
- H,O bidestilada 2,0 mL

Se repartio en alicuotas de 1 mL y se conservo a -20 °C.

Buffer de corrida TAE (solucion stock 50X)
-Tris base 242,09
- Acido acético 57,1 mL

-EDTA 0,5 M (pH 8.0) 100,0 mL



29

Se ajustd a pH 8,4; se adiciond agua bidestilada c.s.p. 1000 mL y se esterilizo en

autoclave a 121 °C, 15 PSI por 15 min. Se conservé a temperatura ambiente.

Buffer de corrida TBE (solucion stock 5X)

- Tris base 54,4 g
- Acido boérico 27,5 ¢
-EDTA 0,5 M (pH 8.0) 20,0mL

Se ajustd a pH 8,4; se adiciond agua bidestilada c.s.p. 1000 mL y se esteriliz6 en

autoclave a 121 °C, 15 PSI por 15 min. Se conservo a temperatura ambiente.

3.7 METODOS
3.7.1. Genotipificacion de las mutaciones AF508, G542X, G551D y R553X
3.7.1.1 Extraccion y purificacion del ADN genémico

= Principio. EI ADN gendmico es liberado de la célula mediante
lisis de la membrana celular y nuclear con un agente tensoactivo.
El componente  proteico es precipitado con fenol y los
componentes organicos solubles son removidos con cloroformo.
Después el ADN es purificado con isopropanol y etanol;
finalmente es disuelto en agua o un buffer que permita una mejor

conservacion.
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* Procedimiento. Se procedio a extraer el ADN genomico de sangre
total con anticoagulante EDTA por el método de solventes
organicos que se describe a continuacion. En un tubo de
microcentrifuga de 2mL, se adiciono 100 pL de sangre, 600 pL de
buffer STE, dodecilsulfato de sodio y proteinasa K 0.33 pg/ml se
incub6 a 50 °C por 12 horas. EI ADN se purifico afiadiendo 600 pl
de fenol, seguido de igual volumen de cloroformo, luego la fase
acuosa fue removida. La fase acuosa se precipito con acetato de
sodio 3M e igual volumen de isopropanol. El precipitado se lavo
con etanol al 70% y se resuspendi6 en 30 ul de buffer tris 10 mM y

EDTA 1mM.

3.7.1.2 Amplificacién de los exones 10 y 11 del gen cftr

Las regiones del gen cftr correspondientes a los exones 10 y 11 fueron
amplificadas mediante la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (Polimerasa
Chain Reaction, PCR) con condiciones uniformes para todas las mutaciones
estudiadas. Se agregé 100 ng de ADN a unos 25 pl de mezcla de
amplificacion conteniendo 0.5 puM de los cebadores forward y reverse
especificos™ (Tabla N° 2), Taqg ADN polimerasa 1 U, desoxinucleotido
trifosfato 200 puM, MgCl, 1.5 mM, buffer de enzima. Las condiciones de
PCR fueron: desnaturalizacion a 94 °C 30 seg, hibridacion a 52 °C por 30

seg, polimerizacion a 72 °C por 45 seg, las mismas condiciones se repitieron
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por 35 ciclos. Finalmente se realizé una polimerizaciéon a 72 °C durante 7

min.

Tabla N° 2. Secuencia nucleotidica de los cebadores utilizados
segiin la mutacion a identificar

Mutacion

Secuencia nucleotidica de los cebadores

AF508

G542X

G551D

R553X

() GCACCATTAAAGAAAATATGAT
(r) CATTCACAGTAGCTTACCCA

() GCAGAGAAAGACAATATAGTTCCT
(r) ATTATGGTTACTCAGAATCTGTGC

() CAACTGTGGTTAAAGCAATAGTGT
(r) GCACAGATTCTGAGTAACCATAAT

() CAACTGTGGTTAAAGCAATAGTGT
(r) GCACAGATTCTGAGTAACCATAAT

3.7.1.3 Restriccion de los productos amplificados

Los productos de PCR amplificados fueron cortados con enzimas especificas

descritas en la tabla 3, para ello se coloco 1 pug de ADN amplificado en 25 pL

de volumen final de reaccion segun las especificaciones técnicas descritas por

los fabricantes y se incubd en bafio de agua durante 8 horas. Luego de la

digestion los fragmentos cortados fueron separados mediante electroforesis en

gel de agarosa SFR (Super Fina Resolucion) al 2 y 4% con buffer tris borato

EDTA 0.5X utilizando marcadores de peso molecular apropiados segln el

tamafo. Los ADNSs se colorearon con bromuro de etidio y se fotografiaron

bajo luz ultravioleta.




Tabla 3. Tamafios de los ADN cortados segliin mutacion analizada y enzima de

restriccion utilizada
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Mutacion Tamafio del Enzima de restriccion Tamaiio digerido de la secuencia
fragmento amplificado Alelo Mutado Alelo
(pb) Sano
Heterocigoto | Homocigoto
, 216pb * 202pb
AF508 21906216 * MbO1 202pb 216pb * 17pb(a)
17pb (a) P
13?25 194pb 171pb
Gb542X 295 BstO1 101pb(b) 101pb(b) ;g;g?é)b)
23pbh(a)
425pb
G551D 425 Mbol 242pb iggpg 425pb
183pb P
425pb
R553X 425 Hinc 11 239pb 425pb iggpg
186pb P

*Debido a la mutacidn, hay una deleccion de tres nucleétidos
@Debido a su bajo peso molecular estos fragmentos son imperceptibles en la electroforesis
®)Consecuencia de un sitio de restriccién constitutiva.
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IV. RESULTADOS

4.1. Pacientes
El estudio fue revisado y aprobado por el comité de ética del Instituto Especializado
de Salud del Nifio, y en cada caso sus padres firmaron un consentimiento
informado, previo a su inclusion en el estudio. Se estudiaron 12 pacientes, con un
rango de edad de 3 a 14 afios. Todos ellos tenian un diagndstico clinico concluyente

0 altamente sugerente de FQ Yy una concentracion elevada de cloro en el sudor.

4.2. Extraccion de ADN gen6mico
La concentracion y pureza de la extraccion y purificacion del ADN por el método
fenol/cloroformo se muestra en la figura 4, se observa que en todas las extracciones
se obtuvo una sola banda. Esta etapa constituye un punto critico ya que la integridad,
concentracion y pureza del ADN van a constituir un requisito indispensable para

realizar todas las pruebas moleculares de identificacion de las mutaciones en estudio.

Figura N° 4. Gel de Agarosa al 1% conteniendo el ADN genémico
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4.3. Reaccion en cadena de la Polimerasa
4.3.1 Productos de PCR y digestion
Después de evaluar la especificidad respectiva de los cebadores para cada
mutacion (Tabla N° 2), se detect6 la mutacion AF508 en 6 cromosomas, y la
mutacion G542X en 2 cromosomas, mientras que las mutaciones R553X y

G551D no fueron detectadas en los pacientes estudiados.

En la figura 5, se presenta la electroforesis de la digestion enzimética en gel
de agarosa SFR al 4%, para un grupo integrado por doce pacientes, en la que
se investiga la presencia de la mutacion AF508 en cada cromosoma de dichos
pacientes. En las lineas 1, 6, 8, 9, 10-12 no se observa corte de la enzima
(aparentemente homocigotos), las lineas 2, 4, 5, 7 son heterocigotos para la

AF508, la linea 3 es homocigoto para la AF508.

10 11 12

216 pb
202 pb

Figura N° 5. Deteccion de la mutacion AF508. Electroforesis en gel de
agarosa SFR al 4%, revelado con bromuro de etidio. Visualizacién de
los productos resultantes de la digestion del exdn 10 del gen cftr
amplificado y cortado con la enzima Mbol. MP es el marcador de peso
molecular ®X + Hae IlI.
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Se puede observar en las lineas 2, 4, 5y 7, dos bandas. La banda superior
tiene un tamafio de 216 pb e identifica al producto amplificado del
cromosoma que presenta la mutacion AF508. En este alelo amplificado, el
sitio de restriccion para la enzima Mbo | esta ausente y debido a que posee

—>
una deleccion de 3pb, presenta un tamafio menor al amplificado del control

—> —>
normal no digerido de 219pb. La banda inferior, de 202pb, corresponde al
cromosoma que tiene otra mutacion. En las lineas 1, 6, 8, 9, 10, 11y 12 la
presencia del sitio de restriccion en ambos cromosomas, produce dos
fragmentos, el mayor tiene 202 pb y el otro 17 pb que es imperceptible, esta
situacion se presenta en aquellos pacientes que aln padeciendo de FQ, no
tienen la mutacion AF508.

En el carril 3 se puede observar una sola banda de aproximadamente 216 pb,

la cual segun lo especificado en la Tabla 3 corresponde a un homocigoto

para la mutacion AF508.

En la figura 6 se presenta la electroforesis de la digestion enzimética en gel
de agarosa SFR al 4%, para un grupo integrado por doce pacientes, en la que
se muestra la presencia de la mutacion G542X.

Se amplificd un fragmento de 295 pares de bases seguido por una digestion

—>
con la enzima de restriccion BstO 1, se origind una banda constante de

—>
101pb en todas las muestras amplificadas como consecuencia de un sitio de

restriccion constitutiva; el cual no esta implicado en la fibrosis quistica. El
fragmento de 194pb restante, se mantuvo sin cortar en las muestras que

—>
contenian la mutacion G542X, y se separ6 en dos fragmentos de 171 y 23pb
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en aquellas muestras donde no se presentd la mutacion G542X, como se
visualiza en el esquema de andlisis de la mutacion G542X (Anexo 5). Se
puede observar en las lineas 1-5, 6, 8-12 de la figura 6, la ausencia de la
mutacion G542X vya que se forman tres bandas de 171, 101y 2_35b, siendo
la ultima imperceptible por el bajo peso molecular. En la linea 7 se observa
un homocigoto para la mutacion G542X, el cual en correspondencia con la

—>
Tabla 3 presenta dos fragmentos, uno de 101 y otro de 194pb.

1 2 3 4 5 MP 6 7 8 9 10 11 12

194 pb

171 pb

101 pb

Figura N° 6. Deteccion de la mutacion G542X. Electroforesis en gel
de agarosa SFR al 4%, revelado con bromuro de etidio. Visualizacion
de los productos resultantes de la digestion con la enzima de
restriccion Bst O1 de los amplificados del exén 11 del gen cftr. MP es
el marcador de peso molecular X + Hae IlI.
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La mutacion AF508 fue encontrada en 6 cromosomas del un total de 24
cromosomas correspondientes a los 12 pacientes y la mutacion G542X fue
encontrada en 2 cromosomas del un total de 24 cromosomas correspondientes a los
12 pacientes, mientras que las mutaciones G551D y R553X no fueron
encontradas, todo ello en un total de 24 cromosomas correspondientes a 12
pacientes con FQ. Las otras mutaciones no detectadas corresponden a las 1593
mutaciones descritas hasta la fecha; este analisis permiti6 estimar la frecuencia que

se presenta en la Tabla N° 4.

Los diversos genotipos de CFTR se demuestran en la Tabla 5, se formé un grupo
denominado OTROS, con la finalidad de contabilizar a aquellos individuos cuyos
genotipos no fueron asignables a ninguno de los estudiados. EI més frecuente fue el
genotipo OTRO/OTRO presente en seis de doce pacientes. Siendo el otro genotipo

mas frecuente el AF508/ OTRO, encontrado en 4 pacientes.

Tabla N° 4: Frecuencia alélica relativa de las mutaciones AF508 y G542X

en pacientes diagnosticados con FQ del Instituto Especializado

de Salud del Niiio.
Mutacion Alelos totales Numero de alelos Frecuencia relativa de
mutados la mutacion (%)
AF508 24 6 25.0
G542X 24 2 8.3
R553X 24 0 0.0
G551D 24 0 0.0
OTROS 24 16 66.7
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Tabla N° 5:  Frecuencia genotipica relativa de las mutaciones AF508 y
G542X en pacientes con FQ del Instituto Especializado de
Salud del Niiio.
Genotipos Nimero de pacientes Frecuencia relativa (%)
encontrados
AF508/ AF508 1 8.3
AF508/ OTRO 4 334
G542X/Gbh42X 1 8.3
OTRO/OTRO 6 50.0

4.4. ANALISIS DE LAS SECUENCIAS NUCLEOTIDICAS

4.4.1 Analisis de la secuencia nucleotidica que contiene la mutacion AF508

En la figura 7A se muestra parte de la secuencias nucleotidicas, que

corresponden al exdn 10 y a su respectivo intron del gen cftr. La ubicacion

de la mutacion AF508 esta en el exon 10, en el andlisis realizado se

observa que las secuencias de los cebadores F y R marcados con una linea,

estdn ubicados en el exon e intron 10 respectivamente. Seguido a la

secuencia (F) del cebador se encuentran los tres nucleétidos CTT, cuando

estan ausentes originan la mutacion AF508; que se visualiza porque crea

un punto de corte en la secuencia para la enzima Mbo 1.




4.4.2 Analisis de la secuencia nucleotidica que contiene las mutaciones
G542X, G551D y R553X
En la figura 7B se muestra parte de la secuencias nucleotidicas del ADN
gendmico del gen cftr, que corresponden al exén e intron 11. La ubicacion
de las mutaciones G542X, G551D y R553X estan en el exon 11 indicadas
con un asterisco. En el andlisis realizado se observa la secuencia del
cebador (F). Asi mismo, se sefiala la ubicacion del sitio de accion para las
enzimas BstO1, Mbo I, Hinc Il utilizadas para determinar los cambios
nucleotidicos para la mutacion. Se observa la secuencia aminoacidica y se
sefiala la ubicacion de las mutaciones G542X, G551D y R553X

respectivamente.
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~>|: B kX k**k
GGC ACC ATT AAA GAA AAT AT |G ATCTTT GGT GTT TCC TAT GAT GAA TAT AGA TAC AGA

rPrD 0 0 0 °$»r °+r 1P 00 1151010 1 111711
Gly Thr 1le Lys Glu Asn Ile Ile Phe Gly Val Ser Tyr Asp Glu Tyr Arg Tyr Arg

508

AGC GTC ATC AAA GCA TGC CAA CTA GAA GAG GTA AGA AAC TAT GTG AAA ACT TTT

P r P 0 1 1 1 1 1 /1
Ser Val lle Lys Ala Cys GIn Leu Glu Glu

TGA TTA TGC ATA TGA ACC CTT CAC ACT ACC CAA ATT ATA TAT TTG GCT CCA TAT TCA ATC

< <R
GGT TAG TCT ACA TAT ATT TAT GTT TCC TCT ATG GGT AAG CTA CTG TGA ATG

Figura N° 7A. Anailisis de la secuencias nucleotidicas del ADN gendmico para la mutacion AF508 en el
exé6n 10 del gen cftr, los nucleotidos marcados con * se pierden y dan origen a la
mutacion AF508. Las secuencias de los cebadores F y R estin marcados por una flecha.

F »
= >

TCA ACT GTG GTT AAA GCA ATA GTG TGA TAT ATG ATT ACA TTA GAA GGA AGA TGT GCC

TTT CAA ATT CAG ATT GAG CAT ACT AAA AGT GAC TCT CTA ATT TTC TAT TTT TGG TAA
TAG GAC ATC TCC AAG TTT GCA GAG AAA GAC AAT ATA GTT Cc, Tt GGA GAA GGT GGA

I Y A R D R A D D N N U RN U N B
Asp lle Ser Lys Phe Ala Glu Lys Asp Asn lle Val Leu Gly Glu Gly Gly
542

* *

ATC ACA CTG AGT GGA |GIGT Ct1AA C1GA GCA AGA ATT TCT TTA GCA AGG TGA ATA

r 0 T 1 1r 1°r & 1& 1@ 1111
Ile Thr Leu Ser Gly Gly GIn Arg Ala Arg lle Ser Leu Ala Arg

553
ACT AAT TAT TGG TCT AGC AAG CAT TTG CTG TAA ATG TCA TTC ATG TAA AAA AAT TAC
AGA CAT TTC TCT ATT GCT TTA TAT TCT GTT TCT GGA ATT GAA AAA ATC CTG GGG TTT

TAT GGC TAG TGG GTT AAG AAT CAC ATT TAA GAA CTA TAA ATA ATG GTA TAG TAT CCA
<R

GAT TTG GTA GAG ATT ATG GTT ACT CAG AAT CTG TGC

Figura N* 7B. Analisis de la secuencias nucleotidicas para las mutaciones G542X, G551D y R553X en el ex6n
11 del gen cftr, los nucleétidos marcados con * son cambiados y dan origen a las mutaciones
G542X, G551D y R553X respectivamente. Las secuencias de los cebadores F y R estin
marcadas por una flecha.
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V. DISCUSION
Se ha planteado que la FQ esté distribuida debido a las distintas migraciones suscitadas en
los siglos pasados®. La poblacion peruana es producto de un mestizaje entre espafioles,
africanos, asiaticos y amerindios; existiendo variaciones de una region a otras en relacion al
componente étnico que predomina en cada zona.
La frecuencia relativa de la mutacion AF508 observada en este estudio es de 25% diferente
a las descritas para otros paises de Latinoamérica como se muestra en la Tabla 6 (Anexo
9).
Esta diferencia entre las frecuencias de la mutacion AF508 se puede explicar parcialmente
por la heterogeneidad étnica y la distribucion focal de los genes de FQ de los individuos
de cada pais o region. Asi se ha encontrado variabilidad regional en cuanto a la frecuencia
de la mutacion AF508 en paises sudamericanos, como en Brasil, donde se reporta una
frecuencia de 36,4% en Santa Catarina y 60% en Sao Paulo® y en el caso de Chile, en un
trabajo realizado por Repetto y col.”®, en pacientes atendidos en varios hospitales de
Santiago de Chile, se observa una frecuencia de 45% para la mutacion AF508, mientras que
en Valparaiso, esta mutacion se presenta con una frecuencia de 32,4%>".
Tal como se ha descrito en la mayoria de las poblaciones estudiadas, la mutacion AF508
fue la méas frecuente y el resto de las mutaciones se encontraron con frecuencias
individuales. Los hallazgos descritos enfatizan la observacion de que, para poblaciones
heterogéneas, la proporcion de mutaciones “comunes” identificadas es proporcional a la
frecuencia relativa de la mutacion AF508, ya que la proporcién contribuida por otros alelos

es en general baja. La mutacion G542X es de origen espafiol® y eso explicaria su presencia
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relativa en Per( y Latinoamérica, comparada con los datos globales como se muestra en la

Tabla 7 (Anexo 10).

En este estudio empleando la técnica Polimorfismo de Longitud de los Productos
Amplificados por la reaccion en cadena de la polimerasa no se detect6 mutaciones en el
66.7% de los alelos totales de la poblacion sujeta a estudio, sugiriendo que existe alguna
otra mutacion predominante tal vez propia de la poblacién peruana u otras mutaciones de
frecuencias individuales bajas. Otra explicacion es que algunos de estos pacientes tengan
otras patologias. Segtn Welsh y cols>, describieron que el 40% de los pacientes derivados
a centros de FQ recibieron diagndsticos erroneos debido a resultados falsos positivos o
falsos negativos a la prueba de sudor. Sin duda, existen casos en que es dificil comprobar o
descartar en forma definitiva la sospecha de FQ, y hay pacientes con esta enfermedad con
concentraciones de Cl- en sudor menores de 60 mEg/L. La baja frecuencia de la mutacién
AF508 requiere mayores investigaciones para disefiar nuevos métodos que sean utilizados

para el diagnostico o descarte de FQ.

La posibilidad actual de detectar alrededor de un tercio de las mutaciones mediante RFLP-
PCR permite sugerir que el analisis molecular sea incluido en la evaluacion clinica de los
pacientes con FQ, tanto para el diagndstico y prondstico como utilidad para el consejo
genético, y con los avances de la farmacogenética, para el tratamiento de los pacientes en el

futuro.

La técnica RFLP-PCR estandarizada en el laboratorio puede ayudar o detectar portadores de
las mutaciones AF508, G542X, G551D y R553X, con mayor prevalencia a nivel mundial.
Ademas, seria el primer paso para la caracterizacion genética de los pacientes

diagnosticados con FQ.
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VI. CONCLUSIONES

» La mutacion mas frecuente en la poblacion estudiada de pacientes diagnosticados

con FQ del Instituto especializado de salud del Nifio fue la AF508.

» Las frecuencias de las mutaciones AF508 y G542X en pacientes diagnosticados con
FQ del Instituto especializado de salud del Nifio estudiados fueron de 25% y 8.3%

respectivamente.

» En los pacientes diagnosticados con FQ del Instituto especializado de salud del Nifio

estudiados no se encontraron las mutaciones G551D y R553X.



44

VII. RECOMENDACION

Continuar con los estudios a nivel molecular en mayor nimero de pacientes
diagnosticados con FQ asi como en poblaciones aparentemente sanas para identificar
otras mutaciones que puedan ser prevalentes en Peru. Estos estudios poblacionales
permitirdn obtener la real frecuencia de enfermos y portadores, diagnosticar con
anticipacion, y utilizar como criterio dentro de programas de tamizaje neonatal, cuyos

beneficios en los aspectos nutricionales son evidentes.
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ANEXO 1

PUNTAJE CLiNICO DE SHWACHMAN MODIFICADO ** 54

Categoria Puntos Actividad Examen fisico Nutricién

general
Normal completa. | Normal. Sintos. FCy | Peso y talla arriba del
Excelente Juega a la pelota. | FR normalgs. _ percen_til_o 25.
(64-75) 25 Va a la escuela Pulmones limpios. Dep0_5|C|ones formadas
regularmente, etc. | Postura correcta. practicamente normales.
Buen tono y masa
muscular.
Falta de Tosraravez. FCy FR | Pesoy talla entre el
Bueno resistenc_:ia y normalgs en reposo. percen_til_o 15 - 25.
(53-63) 20 cansancio al final Ausenmg de N Deposiciones levemente
del dia. Buena hipocratismo digital. anormales. Tono y masa
asistencia al Auscultacion sin muscular regulares.
colegio. ruidos agregados.
Descanso Tos ocasional, al Peso y talla arriba del
voluntario durante | levantarse. FR percentilo 3. Deposiciones

Leve e! d_|’a. Cansancio Iiger_amente elevada anormales y_escasc_a\,mente

(41-52) 15 f§C|I _dgrantg el comienzoe formad_as. Dlstgnsmn

ejercicio fisico. hipocratismo digital. abdominal minima. Tono
Regular Respiracion ruda y y masa muscular
concurrenciaala | algunos rales. disminuida

escuela.

Disneico luego de | Tos frecuente, Peso y talla debajo del
paseos cortos. usualmente percentilo 3. Deposiciones
Descansa gran productiva. desligadas y malolientes.
parte del dia. Retracciones Distension abdominal leve

Moderado 10 Maestra intercostales. a moderada. Musculos

(30-40) domiciliaria. Deformidad toracica. | flacidos y masa muscular
Rales usualmente reducida.
presentes.

Hipocratismo digital 2

a 3 +. Enfisema

moderado.
Ortopneico Tos severa. Taquipnea | Desnutricion marcada.
generalmente en | y taquicardia. Abdomen protuberante.

Severo silla de ruedas o Semiologia pulmonar Prolap_so_ rectal.

(<29) S cama muy anormal. Deposiciones
Insuficiencia cardiaca | voluminosas, malolientes,
derecha. Hipocratismo | frecuentes y grasosas.
digital 3a 4 +.




ANEXO 2

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS DE LOS PACIENTES
Ficha N®: oo Fecha: ...ocovveveeecece e,
DATOS DEL APODERADO
NOMDBre Y APEIlIAO: ..o e
OCUPACION: ..cvcveieeieieciece e Edad: ..o SEXO: i
DIreCCION ACLUAL: ..c.veeeiieeece et sre e ens
DIStrito: ovvvnee e,

DATOS DEL MENOR
NOMDBre Y APEIlidO: ...ocoeeieeceee e
Edad: .....cooeoiiiie SEXO: i
Lugar de nacimiento: ........oovuieiie it e e e e
CON RESPECTO AL MENOR
ESTADO DE SALUD ACTUAL
Estable () Regular () Malo ( )
En caso de marcar regular o malo especificar:
Edad a la cual se le diagnostico la enfermedad: ...........................
Parientescon FQ: Sl () NO ()
Servicio de IESN al qUE @SISTE: ... . eue ittt e e e e e
Impresion Diagnéstica:
Unaomas (Tabla2) |... 0 Historia de FQ en
hnos.
) R U 0 screening neonatal
FIBROSIS QUISTICA: "1 (+)
...... 0 2 mutaciones FQ
Aumento del Cl. Ensudoren2o |...... o anormal Tr. i6nico
mas ocasiones nasal

55



56

ANEXO 3

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA PARTICIPACION EN UN
ESTUDIO DE INVESTIGACION

MUTACIONES MAS FRECUENTES EN EL GEN CFTRDE
PACIENTES DIAGNOSTICADOS CON FIBROSIS QUISTICA DEL
INSTITUTO DE SALUD DEL NINO

INTRODUCCION

Deseamos invitarlo a un estudio de investigacion que sera realizado por el laboratorio de
Biologia Molecular de la Facultad de Farmacia Y Bioquimica de la Universidad Nacional
Mayor San Marcos en conjunto con el Instituto Especializado de Salud del Nifio.

Deseamos que usted sepa que:

= El Participar en el presente estudio de investigacion es algo totalmente voluntario.
= Lainvestigacion puede proporcionarnos conocimientos que ayuden a otras personas

en el futuro incluido sus propios familiares (hijos, nietos, etc.).

EXPLICACION DEL ESTUDIO

¢Por qué se esta llevando a cabo este estudio?
El propdsito del estudio es reconocer a las causas mas comunes de la enfermedad Fibrosis
Quistica, las cuales son las mutaciones llamada cientificamente AF508, G542X, G551D y

R553X, ya que esta es la responsable de dicho mal.

¢Quiénes pueden participar en este estudio?

Estamos invitando a un grupo de nifio(a)s, cuyas edades estén entre los 3 y 14 afios
diagnosticados clinicamente con Fibrosis Quistica que asistan al Instituto Especializado de
Salud del Nifio. Pueden existir razones por las que su hijo(a) no pueda participar en el

estudio, por lo que el personal del estudio le hara algunas preguntas.
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¢Qué se me pedird que haga s mi hijo(a) participa en este estudio?
Si Ud. acepta que su hijo(a) participe, los encargados del estudio obtendra una historia
clinica. Se tomara en un tubo una muestra de sangre venosa de 2.5mL equivalente a una

cucharita.

¢Cuanto tiempo participara mi hijo(a) en este estudio?
La participacion de su hijo (a) solo durara el tiempo que demore la toma de la muestra de

sangre.

¢Cudles son losriesgos del estudio?

Los riesgos fisicos que existen son solamente los causados por la toma de la muestra de
sangre; estos son minimos, asi que el riesgo es muy pequefio. Si se le causara algln dafio en
la toma de muestra se le brindara el tratamiento adecuado. Los gastos que no se deriven

directamente del procedimiento no seran reembolsados.

¢Recibiré algun beneficio por participar en este estudio?

Esperamos que la informacion que se obtenga como resultado de este estudio beneficie en
un futuro a pacientes con Fibrosis Quistica mediante la deteccion temprana de esta

enfermedad para asi lograr una mejor calidad de vida en dichos pacientes.

¢Se mantendra confidencia del estudio?

Para proteger su privacidad, a las muestras de sangre se le asignara un cédigo o un nimero
en lugar de su nombre; de esta manera solo usted y los investigadores tendran acceso a sus

datos.
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¢Cuales son |os costos?

El participar en este estudio no le costara nada .Los investigadores subvencionaran los
equipos y los analisis necesarios. Usted no recibird ninguna remuneracion por participar en

el estudio.

¢Cuéles son mis derechos como participantes?
La participacién en el estudio es voluntaria.

El comité de Etica del Instituto de Salud del Nifio revisara la informacion de esta

investigacion a lo largo de este estudio.
Usted tiene derecho a recibir informacion acerca de los datos evaluados por dicho comité.
Usted tiene derecho a recibir una copia de este formulario.

Usted tiene derecho a un Taller informativo en el cual se le brindara informacién acerca de

la enfermedad junto con material didéctico que facilitara su entendimiento.

¢A quién debo de llamar si tengo alguna pregunta o algin problema?

Para preguntas acerca del estudio, comuniquese con los investigadores y responsables del
estudio Cinthya Anabhela Silva Acufia (7938692); Dra. Amparo Zavaleta Pesantes
(4620824); Dr. Hernan Del Castillo Barrientos (99639938 / 97890554).

Si Ud. tiene algunas dudas acerca de los derechos de su nifio(a) como participante en un
estudio de investigacion, comuniquese al Dr. Meliton Arce, Presidente del Comité de Etica

del IESN al teléfono 9941-9096, o al 423-9904.
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DECLARACION VOLUNTARIA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Si usted acepta participar en el estudio, lo hace en forma voluntaria, luego de haber
leido y entendido el contenido de este documento.

Se me ha informado de la investigacién y he tenido la oportunidad de hacer
preguntas. Estoy de acuerdo de que mi nifio forme parte de esta investigacion. Comprendo
que tengo derecho de rechazar el ingreso de mi hijo(a) al estudio y de retirarlo(a) del
mismo en cualquier momento y por cualquier motivo, sin que esto traiga ningun perjuicio a
mi 0 a mi hijo(a) en su actual o futura atencion médica que reciba del Ministerio de Salud
o de la institucion que normalmente lo atiende. Me han informado de mi derecho a acceder
y solicitar correcciones de los datos personales de mi hijo(a) / tutelado(a). Reconozco
haber recibido una copia del presente formulario para una referencia futura.

Nombre y apellidos del nifio / nifia participante:

Firma del padre/madre o tutor Nombre (en imprenta) Fecha
Firma del testigo Nombre (en imprenta) Fecha
Firma de la persona que obtiene Nombre (en imprenta) Fecha

el consentimiento



ANEXO 4
ESQUEMA DE ANALISIS PARA LA MUTACION AF508
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ANEXO 5
ESQUEMA DE ANALISIS PARA LA MUTACION G542X

MUTACION G542X

AMPLIFICACION SEGMENTO DEL EXON 11 MEDIANTE PCR

TAMANO DEL FRAGMENTO AMPLIFIC ADO

||| ﬂ SE PRODUCE UNA RESTRICCION CONSECUTIVA H |||

ﬂ DIGESTION CON LA ENZIMA DE RESTRICCION BstO1 “

2L

ﬂ TAMANO DEL FRAGKMENTO DIGERIDO [l
PRESENCIADEL SITIO CORTE . AUSENCIA DEL SITIO DE CORTE
ALELO MUTADO [ ALELO SANO




ANEXO 6
ESQUEMA DE ANALISIS PARA LA MUTACION G551D

| MUTACION G551D

| AMPLIFICACION SEGMENTO DEL EXON 14 |

DIGESTION con LA EnziMa oE ResTriccion Mbo |

=

TAMANO DEL FRAGMENTO DIGERIDO

e R
AUSENCIA peL simo corTe PRESENCIA pEL simo DE CORTE
ALELO NORMAL ALELO MUTADO
T o
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ANEXO 7
ESQUEMA DE ANALISIS PARA LA MUTACION RS53X

MUTACION R553X

AMPLIFICACION SEGMENTO DEL EXON 11

1y

TAMARNO DEL FRAGMENTO AMPLIFICADO

DIGESTION CON LA ENZIMA DE RESTRICCION Hind II

U

TAMANO DEL FRAGMENTO DIGERIDO

1y 1y

PRESENCIA DEL SITIO CORTE ALELO AUSENCIA DEL SITIO DE CORTE ALELO
NORMAL MUTADO

Il 1L

[ 239pby 186 pb | 425 pb
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ANEXO 8
SECUENCIA DEL gen cftr

CFTR cystic fibrosis transmembrane conductance regulator (ATP-binding cassette

sub-family C, member 7) [Homo sapiens]|

OFFICIAL SYMBOL: CFTR

OFFICIAL FULL NAME: cystic fibrosis transmembrane conductance regulator (ATP-
binding cassette sub-family C, member 7)

PRIMARY SOURCE: HGNC: 1884

ORGANISM: Homo sapiens

GENOMIC REGIONS, TRANSCRIPTS, AND PRODUCTS:

B, 000007,12
[l [11 s
i by
RLOEE:D —— 1 HHH—— B E_eES.3
H-:edlmg ~sdon B - mirewiebed repdon

GENOMIC CONTEXT: chromosome: 7; Location: 7q31.2
[sres2)

[}

ATGCAGAGGTCGCCT
AGACCAATTTTGAGG
CCTTCTGTTGATTCT
CTGGCTTCAAAGAAA
TTTATGTTCTATGGA
TTACTGGGAAGAATC
ATTTATCTAGGCATA
GCCATTTTTGGCCTT
TATAAGAAGACTTTA
GTTAGTCTCCTTTCC
GTGTGGATCGCTCCT
GCGTCTGCCTTCTGT
GGGAGAATGATGATG
ATTACCTCAGAAATG
ATGGAAAAAATGATT
TATGTGAGATACTTC
TCTGTGCTTCCCTAT
TCATTCTGCATTGTT

CTGGAAAAGGCCAGC
AAAGGATACAGACAG
GCTGACAATCTATCT
AATCCTAAACTCATT
ATCTTTTTATATTTA
ATAGCTTCCTATGAC
GGCTTATGCCTTCTC
CATCACATTGGAATG
AAGCTGTCAAGCCGT
AACAACCTGAACAAA
TTGCAAGTGGCACTC
GGACTTGGTTTCCTG
AAGTACAGAGATCAG
ATTGAAAATATCCAA
GAAAACTTAAGACAA
AATAGCTCAGCCTTC
GCACTAATCAAAGGA
CTGCGCATGGCGGTC

M— T

GTTGTCTCCAAACTT
CGCCTGGAATTGTCA
GAAAAATTGGAAAGA
AATGCCCTTCGGCGA
GGGGAAGTCACCAAA
CCGGATAACAAGGAG
TTTATTGTGAGGACA
CAGATGAGAATAGCT
GTTCTAGATAAAATA
TTTGATGAAGGACTT
CTCATGGGGCTAATC
ATAGTCCTTGCCCTT
AGAGCTGGGAAGATC
TCTGTTAAGGCATAC
ACAGAACTGAAACTG
TTCTTCTCAGGGTTC
ATCATCCTCCGGAAA
ACTCGGCAATTTCCC

LIl

TTTTTCAGCTGGACC
GACATATACCAAATC
GAATGGGATAGAGAG
TGTTTTTTCTGGAGA
GCAGTACAGCCTCTC
GAACGCTCTATCGCG
CTGCTCCTACACCCA
ATGTTTAGTTTGATT
AGTATTGGACAACTT
GCATTGGCACATTTC
TGGGAGTTGTTACAG
TTTCAGGCTGGGCTA
AGTGAAAGACTTGTG
TGCTGGGAAGAAGCA
ACTCGGAAGGCAGCC
TTTGTGGTGTTTTTA
ATATTCACCACCATC
TGGGCTGTACAAACA



TGGTATGACTCTCTT
AAGACATTGGAATAT
TGGGAGGAGGGATTT
ACTTCTAATGGTGAT
CTGAAAGATATTAAT
GGAGCAGGCAAGACT
AAAATTAAGCACAGT
ACCATTAAAGAAAAT
ATCAAAGCATGCCAA
CTTGGAGAAGGTGGA
GCAGTATACAAAGAT
TTAACAGAAAAAGAA
ATTTTGGTCACTTCT
GAAGGTAGCAGCTAT
AGCTCAAAACTCATG
ATCCTAACTGAGACC
GAAACAAAAAAACAA
ATTCTCAATCCAATC
ATGAATGGCATCGAA
GATTCTGAGCAGGGA
CTTCAGGCACGAAGG
CAGAACATTCACCGA
AACTTGACTGAACTG
AGTGAAGAAATTAAC
CCAGCAGTGACTACA
TTTGTGCTAATTTGG
CTGTGGCTCCTTGGA
AACAGCTATGCAGTG
GGAGTAGCCGACACT
CTAATCACAGTGTCG
ATGTCAACCCTCAAC
GCAATTTTGGATGAC
GTGATTGGAGCTATA
CCAGTGATAGTGGCT
AAACAACTGGAATCT
GGACTATGGACACTT
GCTCTGAATTTACAT
ATGAGAATAGAAATG
ACAACAGGAGAAGGA
AGTACATTGCAGTGG
AGCCGAGTCTTTAAG
CCATACAAGAATGGC
GATGACATCTGGCCC
GAAGGTGGAAATGCC
GGCCTCTTGGGAAGA
CTGAACACTGAAGGA
CAGTGGAGGAAAGCC
AGAAAAAACTTGGAT
GAGGTTGGGCTCAGA
GATGGGGGCTGTGTC
CTCAGTAAGGCGAAG
TACCAAATAATTAGA
GAACACAGGATAGAA
GTGCGGCAGTACGAT
ATCAGCCCCTCCGAC
AAGCCCCAGATTGCT

GGAGCAATAAACAAA
AACTTAACGACTACA
GGGGAATTATTTGAG
GACAGCCTCTTCTTC
TTCAAGATAGAAAGA
TCACTTCTAATGATG
GGAAGAATTTCATTC
ATCATCTTTGGTGTT
CTAGAAGAGGACATC
ATCACACTGAGTGGA
GCTGATTTGTATTTA
ATATTTGAAAGCTGT
AAAATGGAACATTTA
TTTTATGGGACATTT
GGATGTGATTCTTTC
TTACACCGTTTCTCA
TCTTTTAAACAGACT
AACTCTATACGAAAA
GAGGATTCTGATGAG
GAGGCGATACTGCCT
AGGCAGTCTGTCCTG
AAGACAACAGCATCC
GATATATATTCAAGA
GAAGAAGACTTAAAG
TGGAACACATACCTT
TGCTTAGTAATTTTT
AACACTCCTCTTCAA
ATTATCACCAGCACC
TTGCTTGCTATGGGA
AAAATTTTACACCAC
ACGTTGAAAGCAGGT
CTTCTGCCTCTTACC
GCAGTTGTCGCAGTT
TTTATTATGTTGAGA
GAAGGCAGGAGTCCA
CGTGCCTTCGGACGG
ACTGCCAACTGGTTC
ATTTTTGTCATCTTC
GAAGGAAGAGTTGGT
GCTGTAAACTCCAGC
TTCATTGACATGCCA
CAACTCTCGAAAGTT
TCAGGGGGCCAAATG
ATATTAGAGAACATT
ACTGGATCAGGGAAG
GAAATCCAGATCGAT
TTTGGAGTGATACCA
CCCTATGAACAGTGG
TCTGTGATAGAACAG
CTAAGCCATGGCCAC
ATCTTGCTGCTTGAT
AGAACTCTAAAACAA
GCAATGCTGGAATGC
TCCATCCAGAAACTG
AGGGTGAAGCTCTTT
GCTCTGAAAGAGGAG

ATACAGGATTTCTTA
GAAGTAGTGATGGAG
AAAGCAAAACAAAAC
AGTAATTTCTCACTT
GGACAGTTGTTGGCG
ATTATGGGAGAACTG
TGTTCTCAGTTTTCC
TCCTATGATGAATAT
TCCAAGTTTGCAGAG
GGTCAACGAGCAAGA
TTAGACTCTCCTTTT
GTCTGTAAACTGATG
AAGAAAGCTGACAAA
TCAGAACTCCAAAAT
GACCAATTTAGTGCA
TTAGAAGGAGATGCT
GGAGAGTTTGGGGAA
TTTTCCATTGTGCAA
CCTTTAGAGAGAAGG
CGCATCAGCGTGATC
AACCTGATGACACAC
ACACGAAAAGTGTCA
AGGTTATCTCAAGAA
GAGTGCTTTTTTGAT
CGATATATTACTGTC
CTGGCAGAGGTGGCT
GACAAAGGGAATAGT
AGTTCGTATTATGTG
TTCTTCAGAGGTCTA
AAAATGTTACATTCT
GGGATTCTTAATAGA
ATATTTGACTTCATC
TTACAACCCTACATC
GCATATTTCCTCCAA
ATTTTCACTCATCTT
CAGCCTTACTTTGAA
TTGTACCTGTCAACA
TTCATTGCTGTTACC
ATTATCCTGACTTTA
ATAGATGTGGATAGC
ACAGAAGGTAAACCT
ATGATTATTGAGAAT
ACTGTCAAAGATCTC
TCCTTCTCAATAAGT
AGTACTTTGTTATCA
GGTGTGTCTTGGGAT
CAGAAAGTATTTATT
AGTGATCAAGAAATA
TTTCCTGGGAAGCTT
AAGCAGTTGATGTGC
GAACCCAGTGCTCAT
GCATTTGCTGATTGC
CAACAATTTTTGGTC
CTGAACGAGAGGAGC
CCCCACCGGAACTCA
ACAGAAGAAGAGGTG

CAAAAGCAAGAATAT
AATGTAACAGCCTTC
AATAACAATAGAAAA
CTTGGTACTCCTGTC
GTTGCTGGATCCACT
GAGCCTTCAGAGGGT
TGGATTATGCCTGGC
AGATACAGAAGCGTC
AAAGACAATATAGTT
ATTTCTTTAGCAAGA
GGATACCTAGATGTT
GCTAACAAAACTAGG
ATATTAATTTTGCAT
CTACAGCCAGACTTT
GAAAGAAGAAATTCA
CCTGTCTCCTGGACA
AAAAGGAAGAATTCT
AAGACTCCCTTACAA
CTGTCCTTAGTACCA
AGCACTGGCCCCACG
TCAGTTAACCAAGGT
CTGGCCCCTCAGGCA
ACTGGCTTGGAAATA
GATATGGAGAGCATA
CACAAGAGCTTAATT
GCTTCTTTGGTTGTG
ACTCATAGTAGAAAT
TTTTACATTTACGTG
CCACTGGTGCATACT
GTTCTTCAAGCACCT
TTCTCCAAAGATATA
CAGTTGTTATTAATT
TTTGTTGCAACAGTG
ACCTCACAGCAACTC
GTTACAAGCTTAAAA
ACTCTGTTCCACAAA
CTGCGCTGGTTCCAA
TTCATTTCCATTTTA
GCCATGAATATCATG
TTGATGCGATCTGTG
ACCAAGTCAACCAAA
TCACACGTGAAGAAA
ACAGCAAAATACACA
CCTGGCCAGAGGGTG
GCTTTTTTGAGACTA
TCAATAACTTTGCAA
TTTTCTGGAACATTT
TGGAAAGTTGCAGAT
GACTTTGTCCTTGTG
TTGGCTAGATCTGTT
TTGGATCCAGTAACA
ACAGTAATTCTCTGT
ATAGAAGAGAACAAA
CTCTTCCGGCAAGCC
AGCAAGTGCAAGTCT
CAAGATACAAGGCTT
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ANEXO 9

Tabla N° 6. Frecuencia de 1a mutacion AF508 detectada en

estudios llevados a cabo en Latinoamérica

Poblacion Numero de Cromosomas | Frecuencia AF508
cromosomas con AF508 (%)
Perd 24 6 25.0
(presente estudio)
Venezuela * 24 10 41.6
Venezuela® 82 41 50.0
Venezuela® 54 16 29.6
Argentina % 158 96 60.8
Argentina® 440 258 58.6
Brasil *° 88 27 30.7
Colombia * 48 17 35.4
Chile’ 72 21 29.2
Chile® 100 45 45.0
México® 194 79 40.7
México* 90 43 47.8
Uruguay *° 104 42 40.3
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ANEXO 10
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Tabla N° 7. Frecuencia relativa de las mutaciones estudiadas
Mutaciéon Frecuencia Frecuencia en poblaciones hispanas (%) Frecuencia
mundial relativa
(%) A B C Ch M U USA \% encontrada (%)
AF508 70.0 57.0 | 48.0 | 41.8 | 22.0 | 40.7 | 40.3 | 46.0 | 29.6 25.0
G542X 24 3.9 6.7 3.8 14 6.2 | ND 5.4 3.7 8.3
G551D 1.6 ND 0.9 ND | ND | ND | ND ND ND ND
R553X 0.7 ND 0.6 ND | ND | ND | ND 0.8 ND ND
OTROS 25.3 ND | 438 | ND | ND | ND | ND | 47.8 ND 66.7
ND, no descrito; A, Argentina®; B, Brazil*®; C, Colombia®; Ch, Chile®!; M, México®; U,

Uruguay49; USA, Hispanos en USA®% V, Venezuela®.






