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Resumen

Este articulo informa sobre la frecuencia de la mutacion delta-F508 en una muestra de 26 pacienies mexicanos con fibrosis quistica (FQ).
La mutacién se detectsé por mutagénesis dirigida mediada por PCR. La mutacion delta-F508 se encontrd en el 34.5% de los cromosomas
analizados; esta frecuencia es més baja que la publicada en Argentina y Espafia. La frecuencia tan alta con le que mueren los nifies
mexicanos con FQ, el origen étnico de la poblacién mexicana y el niimero limitado de casos estudiados pueden influir en la frecuencia tan
baja de la mutacién estudiada en este trabajo.
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Sammary

This paper reports the frequency of the delta-F508 mutation in a sample of 26 Mexican patients with cystic fibresis (CF). The mutaiion
was detected by PCR-mediated site-directed mutagenesis. Delta-F508 was found in 34.5% of CF chromosomes, a frequency lower than that
reported in Argentina and Spain. The high rate of CF patients who die without diagnosis, the ethnic origin of the Mexican population, and

the limited number of cases studied could account for the low frequency of delta-F508 mutation found in this preliminary report.
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Introduccion

La fibrosis quistica (FQ) es la enfermedad
autosémica recesiva mas frecuente en la poblacion
caucésica, con una incidencia de 1 en 2,500 nacidos
vivos . El gen responsable de la enfermedad se
localiza en el brazo largo del cromosoma 7 en la region
q31, recientemente aislado y caracterizado 2,
encontridndose que cerca de 150 mutaciones afectan
este gen. La mutacién mas frecuente es la delta-F508,
una delecién de 3 pares de bases (pb) que elimina el
cod6én para la fenilalanina en la posicion 508 de la
proteina  reguladora de la  conductancia
transmembranal >, Algunos estudios han mostrado
que en las diferentes poblaciones. existe una amplia
variacién en la frecuencia de las mutaciones *. Esta
mutacién se encuentra en ¢l 70% de los cromesomas
de los pacientes caucéasicos del norte de Europa y
América *°, El primer estudio realizado en
Latinoamérica fue en Argentina, donde la mutacion
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gelta-FSOS se encontrd en el 63% de los cromosomas

En México, la poblacion es heterogénea,
principalmente mestiza (hispano-indigena), y no se
conoce la incidencia de la FQ. Se requiere conocer la
frecuencia de la mutacién delta-F508 y de las otras
mutaciones en una poblacion determinada para
otorgar un asesoramiento genético adecuado. En este
trabajo estudiamos la frecuencia de la mutacién
delta-F508 en una muestra de pacientes con
diagndstico de FQ, que se atienden en la Asociacién
Mexicana de Fibrosis Quistica y en el Instituto
Nacional de Pediatria. '

Métodos

Se incluyeron en el estudio 26 personas con
diagndstico clinico de FQ y cloruros elevados en el
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sudor. El DNA se obtuvo a partir de leucocitos de
sangre periférica de acuerdo con los protocolos
habituales y la mutacién se detect6 por la técnica dc
mutagénesis dirigida mediada por PCR (PSM) 67

La secuencia de los oligonucledtidos empleados fue:
F ’GCACCATTAAAGAAAATATGATY
R SCATTCACAGTAGCTTACCCAZ

El extremo 3’ del oligonucle6tido F se sobrelapa con
el locus de la delecion F508 ¢ incluye un cambio en
una sola base que altera la secuencia de los productos
amplificados 8 La PSM con estos oligonucledtidos da
productos que llevan un nuevo sitio de restriccién para
la enzima Mbol en los alelos normales pero no en los
alelos con la mutacién delta-F508.

Para la amplificacion se utilizé un equipo de ciclos
térmicos (Perkin-Elmer), siguiendo el protocolo
descrito por Friedman y col. 7. Para la preparacion de
la mezcla de reaccidn se agregd 1 ul de DNA, 300 ng
de los oligonucledtidos Fy R y 2.5 U de la enzima Taq
polimerasa (Gibco) a una solucién que contenia por
litro 200 nm de cada deoxinucleétido trifosfato, 1.5
mmol de MgCl2, 67 mmol de Tris (pH 8.8), 10 mmol
de 2-mercaptoetanol, 16.6 mmol de sulfato de amonio
y 6.5 umol de EDTA 7 la amplificacion se inicié con
10 min de incubacién a 94°C y, posteriormente, se
realizaron 35 ciclos consistentes en 2 min de
incubacién a 50°C para el alineamiento, 2 min a 72°C
para la extension y 2 min a 94°C para la
desnaturalizacion; para completar la amplificacion, se
incub6 por 10 min a 72°C.

Después de la PCR, 25 ul de la mezcla de reaccién
se incubaron durante toda la noche con la enzima
Mbol (New England, Biolabs). La electroforesis se
llevd a cabo a 100 V por 2 horas en un gel de
poliacrilamida al 10%.

Resultados

Se estudiaron 26 pacientes con FQ no relacionados y
tres controles normales. El producto amplificado fue
un fragmento de 219 pb que al digerirse con la enzima
Mbol da como resultado una banda de 202 pb cuando
el alelo es normal y permanece intacta en presencia de
la mutacion delta-F508.

En este estudio, todos los individuos normales
(controles) y los pacientes con mutaciones diferentes a
delta-F508 mostraron la banda de 202 pb. Sin
embargo, los pacientes homocigotos para la mutacion
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mostraron el fragmento de 219 pb, mientras que los
pacientes heterocigotos compuestos, que llevan un
alelo con la mutacién delta-F508 y un alelo con otra
mutacion diferente, presentaron ambos fragmentos,
ademas de un heteroduplex que s6lo se observa en
presencia de la delecién. Este tltimo patrén también
se encuentra en individuos portadores sanos para la
mutacién delta-F-508 (Fig. 1).
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Fig. 1. Deteccién de la mutacién delta-F508 por PSM. En la parte

superior se muestra el pedigree de una familia con FQ Carril 1:

marcador de pesos moleculares, X174 digerido con Haelll; carril

2: caso indice homocigoto delta-F508/delta-F508; carril 3 y 4
ortadores sanos, heterocigotos delta-F508/normal; carrir S
omocigoto normal.

En el Cuadro 1 se muestra la distribucién de los
pacientes de acuerdo con la presencia o no de la
mutacion delta-F508 y la frecuencia de la mutacién
delta-F508 en 52 cromosomas analizados, la cual fue
de 34.5%.

CUADRO 1. Frecuencia de la mutacién delta-F508 en 26
pacientes mexicanos con fibrosis quistica.

Genotipo Casos FQ Cromosomas
No. % % F508 % X
508/508 3 11.5 11.5 0
508/X 12 46.0 23.0 23.0
X/X 11 425 0 42.5
Total 26+ 100 345 655

X = Mutacién desconocida.

* = Uno de los casos fué diagnosticado post-mortem.

Entre los casos homocigotos para la mutacién
delta-F508, uno fue diagnosticado post-mortem. Este



muri6 a los 6 meses de edad por insuficiencia
respiratoria progresiva de 3 meses de evolucion y
niveles de cloruros en sudor normales (12 mEqg/1). El
diagnostico final fue de neumopatia cromica de
etiologia viral; sin embargo, en el estudio
histopatoldgico se encontraron datos sugestivos de FQ
que fue confirmado por el estudio molecular.

Discusion

Los resultados obtenidos en este informe preliminar
muestran que la frecuencia de la mutacion delta-F508
en la poblacidn estudiada (34.5%) es mas baja que la
descrita para otros paises, incluyendo a dos hispanos,
Argentina y Espaﬁa4 (Cuadro 2). La baja frecuencia
encontrada en nuestra poblacién puede ser debida a:
1) el ndmero limitado de casos estudiados; 2) el origen
étnico de la poblacidn mexicana, el cual es
principalmente hispano-indigena, donde los genes
indigenas ocupan aproximadamente el 50% y los
hispanos el 40% 9’10; ademas, los ancestros indigenas
en México son también diferentes a los de otros paises
latinoamericanos; y 3) que en este estudio se
analizaron pacientes vivos y es conocido que, en los
paises en, desarrollo, un gran nimero de nifos
afectados mueren sin el beneficio de un diagndstico
oportuno y cabe la posibilidad de que los pacientes
homocigotos para la mutacién delta-F508, con
enfermedad pulmonar severa e insuficiencia
pancreética, mueran sin diagnéstico. En el Instituto
Nacional de Pediatria se¢ encontré solamente un
paciente con FQ en una muestra de 2,945 admisiones
durante 1976, 1978 y 198012, mientras que 32 casos
fueron diagnosticados en 3,260 autopsias consecutivas

Los informes de las autopsias revelaron que la
edad alcanzada fue menor de 4 aiios y sélo 9 se habian
diagnosticado en vida. Esta situacién probablemente
ha mejorado por el interés que se ha puesto en esta
enfermedad desde la década pasada; sin embargo, uno
de los casos del presente estudio fue diagnosticado
postmortem. Gracias a este hallazgo se logrd detectar,
mediante el estudio molecular, a su hermano recién
nacido como portador de la enfermedad.
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Se considera que es necesario aumentar el niimero
de pacientes, estudiar los casos diagnosticados
postmortem, investigar el -origen étnico de los
pacientes y analizar otro tipo de mutaciones diferentes
a la delta-F508 para caracterizar a la poblacién
atendida en la Asociacion Mexicana de Fibrosis
Quistica y en el Instituto Nacional de Pediatria.

CUADRO 2. Distribucién de la muiacion delta-F508 en
diferentes paises.

Pais Cromosomas FQ
No. Estudiado (%) Delta-F508
U.S.A 2372 71
Canada 466 71
Argentina 92 63
Inglaterra 1548 76
Espana 608 54
Italia 1128 47
Meéxico* 52 34.5

* En este articulo

También es importante hacer énfasis en las ventajas
que representa el estudio molecular sobre los métodos
tradicionales de diagnéstico, no sdlo en su aplicacién
en la fibrosis quistica sino en otras muchas
enfermedades. Este tipo de andlisis permite: 1) ¢l
diagnostico oportuno; 2) la deteccién de portadores
para otorgar un asesoramiento genético adecuado; 3)
el diagndstico prenatal y postmortem sin el
requerimiento de un pariente vivo, y 4) realizar una
correlacidn clinico-molecular con el fin de establecer
un prondstico.
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