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RESUMEN

INTRODUCCION: La fibrosis quistica (FQ) es la enfermedad autosémica recesiva mas comin en
la poblacioén caucésica, con una frecuencia de 1/3000 recién nacidos vivos, y una frecuencia de
portadores de 1/25. La enfermedad se caracteriza por un desequilibrio en el transporte de
electrolitos y agua afectando vias aéreas distales, intestino, vias biliares y pancreaticas. El gen
afectado es el Regulador de la Conductancia Transmembranal de la Fibrosis Quistica (RCTFQ), del
cual se han descrito hasta la fecha mas de 1500 mutaciones. Aunque se han clasificado algunas
mutaciones como de alto riesgo, la asociacion entre el genotipo y el fenotipo pulmonar no esta bien
entendida. Para comprender mejor la correlacion, se han estudiado a los llamados genes
modificadores, que son aquellos genes diferentes al gen primario causante de una enfermedad, que
tienen la capacidad de influir en el fenotipo de la misma. Variantes en los genes que codifican para
la proteina de respuesta inmune innata MBL, el agente quimiotactico IL-8, la citocina
proinflamatoria TNFa y la antiproteasa AAT, han sido ampliamente estudiadas y fueron propuestas
para este trabajo de tesis como genes modificadores del fenotipo pulmonar de la FQ. OBJETIVO:
Analizar los polimorfismos de los genes modificadores MBL, IL-8, TNFa y AAT y sus
niveles de expresion, asi como las mutaciones en RCTFQ en pacientes con FQ, y con las
variables clinicas determinar si existe correlacion con la severidad del cuadro pulmonar y
en consecuencia un perfil de riesgo. METODOS: Se recolectaron muestras de DNA de 104
testigos sanos y 81 pacientes con FQ. Se analizaron los polimorfismos mediante PCR-RFLPs para
el estudio de frecuencias; ademas se analizé mediante ELISA los niveles de proteinas en suero de
16 testigos y 11 pacientes, asi como en el esputo de 5 pacientes. Finalmente, se realizaron estudios
de correlacion entre los resultados y las variables clinicas de 40 pacientes con expediente clinico
completo. RESULTADOS: La frecuencia del alelo AF508 fue del 60% y el 83% de los pacientes
presentaron dicha mutaciéon en uno o ambos alelos. Se diagnosticaron ademas 10 mutaciones
diferentes a AF508. La muestra de la poblacion del noreste de México se encontr6 en equilibrio de
Hardy-Weinberg. Los alelos AATS y AATZ son los menos variantes en nuestra poblacion, mientras
que los genotipos variantes del exon 1 de MBL2 y la variante IL-8 -251 A/T tuvieron una alta
frecuencia. Basado en un estudio de asociacion, el genotipo TNF1/TNF2 se comportdé como un
factor de riesgo (OR 3.43, p<0.05, X* 6.3, p<0.05) y TNF1/TNF1 mostro ser un genotipo protector
(OR 0.29, p<0.05, X*: 6.3, p<0.05). Para el resto de los genotipos analizados se demostré que el
genotipo de los genes modificadores y la FQ fueron independientes. Se encontré una diferencia
estadisticamente significativa en los niveles de IL-8 en suero de pacientes contra controles
(p=0.003). Los niveles de MBL en suero se encontraron reducidos en los genotipos A/O y nulos en
O/0O en pacientes y testigos. Se demostrd una elevada correlacion entre el genotipo MBL y los
niveles de la proteina MBL (R 0.831 y 0.907 para testigos y pacientes respectivamente, P=0.0001).
No se detectod la proteina MBL en el esputo de pacientes. Se presentd una correlacion moderada
entre el fenotipo pulmonar e infeccion con P. aeruginosa (0.693) e indice de masa corporal (0.683).
Las graficas de supervivencia de los pacientes mostraron que el estado socioeconoémico y la
enfermedad pulmonar severa presentaron una influencia estadisticamente significativa en la
sobrevida (p<1X10'5 y p=0.00555 respectivamente), y que el genotipo A/D de MBL present6 una
tendencia de severidad aunque por el numero de muestras no fue estadisticamente significativa.
CONCLUSIONES: Aunque se encontré que TNFI/TNF2 es un factor de riesgo, no se demostro
una influencia de los genes modificadores analizados con la enfermedad pulmonar de pacientes con
FQ. De los resultados de este trabajo, se puede considerar de aplicacién inmediata el tamizaje
inicial de la mutacion AF508 en pacientes con sospecha de FQ. Para severidad pulmonar: un
programa de control a pacientes con infeccion por P. aeruginosa y bajo IMC. Para la sobrevivencia
de los pacientes: la enfermedad pulmonar severa, el estado socioconomico bajo, y la mutacion D del
gen MBL2.
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ABSTRACT

INRODUCTION: Cystic fibrosis (CF) is the most common recessive autosomic disease in the
Caucasian population, with disease frequency of 1/3000 live borns, and carrier frequency of
1/25. The disease is characterized by an imbalance of electrolytes and water transport, affecting
respiratory, intestine, biliary and pancreatic conducts. The affected gene is the Cystic Fibrosis
Transmembranal Regulator (CFTR), of which more than 1500 mutations have been described.
Although some mutations have been classified as high risk mutations, association between the
genotype and the pulmonary phenotype is not well understood. In order to have a better
understanding of this correlation, it have been studied genes so called modifier genes, that are
those genes different from the primary disease gene, that have the capacity to influence the
clinical phenotype of the disease. Variants in the genes that codify for the innate immune
response protein MBL, the potent chemotactic IL-8, the proinflammatory citokine TNFa and
the antiprotease AAT, have been widely studied and were proposed for this work as modifier
genes of the CF pulmonary phenotype. OBJECTIVE: To analyze the polymorphisms of the
modifier genes MBL, IL-8, TNFa and AAT and their expresion levels, as well as the mutations
in CFTR in CF patients, along with the clinical variables to determine if there is correlation
with the severity of the pulmonary disease and consequently a risk profile. METHODS: DNA
samples of 104 healthy controls and 81 CF patients were collected. The polymorphisms were
analyzed by PCR-RFLPs for the study of frequencies; proteins levels in serum of 16 controls
and 11 CF patients, and sputum samples of 5 patients, were analyzed by ELISA. Finally,
correlation studies between results and the clinical variables of the 40 patients with complete
clinical files were made. RESULTS: The allele frequency of AF508 was 60%, and this
mutation was present in 83% of the patients in one or both alleles. 10 mutations different from
AF508 were diagnosed. The sample of the population of the northeast of Mexico was in Hardy-
Weinberg equilibrium. AATS and AATZ alleles are less frequent in our population, whereas
the variant genotypes of MBL exon 1 and IL-8 -251 A/T were more frequent. Based on an
association study, genotype TNF1/TNF2 behaved as a risk factor (OR 3.43, p<0.05, X* 6.3,
p<0.05), and TNFI/TNF1 showed to be a protective genotype (OR 0.29, p<0.05, X*: 6.3,
p<0.05). For the rest of the analyzed genotypes, it was demonstrated that modifier genes
genotypes and CF disease were independent variables. A statistically significant difference was
found in the serum IL-8 levels from patients versus controls (p=0.003). Serum MBL levels are
reduced in A/O genotype and null in O/O genotype in both patients and controls. A high
correlation between MBL genotype and levels of MBL protein was demonstrated (0.831 and
0.907 for controls and patients respectively, P=0.0001). MBL protein was not detected in the
sputum of CF patients. Moderate correlation of infection with P. aeruginosa (0.693) and
corporal mass index (CMI, 0.683), versus the pulmonary phenotype was found. The CF patients
survival plot showed that socieoeconomic status and severe pulmonary disease displayed a
statistically significant influence in the survival function from life-time data (p<1X10~ and
p=0.00555 respectively), and MBL genotype A/D showed a severity tendency although this is
not statistically significant because of the sample number. CONCLUSIONS: Although
TNF1/TNF2 was found as a CF risk factor, it was not demonstrated the influence of the
modifier genes analyzed on the pulmonary disease of CF patients. Of the results of this work, it
could be considered of immediate application: an initial screening of AF508 mutation in
patients with CF. For pulmonary severity: a control program for patients with infection by P.
aeruginosa and low BMI. For the survival of the patients: severe pulmonary disease, low
socioconomic status, and mutation D of MBL2 gene.
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1. INTRODUCCION

La Fibrosis Quistica (FQ) es la enfermedad autosémica recesiva mas comun en la
poblacion caucésica, con una frecuencia estimada en 1/3000 recién nacidos vivos, y una
frecuencia de portadores de 1/25. La enfermedad se caracteriza por un desequilibrio en el
transporte de agua y electrolitos en los epitelios secretores, con la producciéon de moco
espeso y viscoso en las glandulas de secrecion -es por eso que también se le denomina
mucovisidosis-, que se almacena en las vias aéreas distales, asi como intestino, vias biliares
y pancreaticas. Dichas secreciones aumentan el riesgo de insuficiencia pancredtica e
infecciones repetidas del tracto respiratorio. El deterioro es progresivo, y la afeccion
respiratoria por lo general conduce a la muerte entre la primera y cuarta décadas de vida.
En los ultimos 20 afios, los avances han contribuido a mejorar la supervivencia y la calidad
de vida de los pacientes, permitiéndoles alcanzar en la década de los noventas una edad
media de 25 a 30 afos (Alifio-Pellicer et al, 2003).

El gen de la FQ fue el primero en clonarse mediante el método de caminata cromosomica y
saltos cromosomicos. La identificacion se logrd por su asociacion con una isla CpG y su
expresion en glandulas sudoriparas, pulmonares y pancreaticas. El gen se expresa casi
exclusivamente en células epiteliales, con la concentracion mas alta en pulmones, pancreas,
glandulas salivales, glandulas sudoriparas, intestino y aparato reproductor. Los analisis de
secuenciacion han permitido identificar aquellas mutaciones causantes de enfermedad y
deducir la estructura del producto, el cual se denominé Regulador de la Conductancia
Transmembranal de la Fibrosis Quistica (RCTFQ), una proteina de membrana que participa
en el transporte de iones cloruro mediado por ATP (Welsh y Smith, 1995; Cox y Sinclair,

1998).



La mutacion mas comun en el RCTFQ es una delecion de tres pares de bases, que tiene
como consecuencia la pérdida del aminoacido fenilalanina en la posicién 508 de la proteina
(AF508). En caucasicos la frecuencia de esta mutacion es del 60 al 70%. Se conocen hasta
este momento mas de 1500 mutaciones, las cuales se ha tratado de asociar al amplio

espectro clinico con el que se manifiesta esta enfermedad (Dequeker et al, 2009).

1.1 Antecedentes

La enfermedad se conoce desde el siglo XVII, pero fue hasta 1938 que Dorothy Andersen
realiz6 la primera descripcion de los sintomas de la enfermedad, después de realizar
autopsias a infantes. Sus observaciones incluyeron destruccion del pancreas y generalmente

infeccion y dafio en las vias aéreas. Andersen le denominé “fibrosis quistica del pancreas”

(Collins, 1992).

1.2 Genética de la fibrosis quistica
1.2.1 Identificacion del gen de la FQ

La alta frecuencia de la enfermedad permitio el anélisis de ligamiento. La identificacion de
los marcadores flanqueantes MET y D7S8, permitieron mediante saltos cromosomicos
(Collins et al, 1987; Tannuzzi et al, 1989) y otros métodos, la localizacion exacta del gen, el
cual se identifico y se aislé hacia finales de los ochenta (Tsui et al, 1985; Rommens et al,
1989; Kerem et al, 1989; Riordan, 1999). El gen del RCTFQ se encuentra localizado en el
cromosoma 7q31.2, posee un tamafio de 250 kb y contiene 27 exones. Codifica para un

transcrito maduro de 6.5 kb, que es traducido a una proteina de 168 kDa. La secuencia de



DNA complementario (DNAc) fue determinada en 1991 junto con la localizacion de

intrones y exones (Zielenski et al, 1991).

1.2.2 Mutaciones detectadas en el RCTFQ

Se han descrito hasta la fecha mas de 1500 mutaciones (Dequeker et al, 2009), las cuales
estan situadas a través de la region codificante y la region promotora, asi como sitios de
procesamiento de exones, aunque hay regiones donde las mutaciones son mas comunes
como el dominio de unidén a nucledtido (NBD) y dominio regulatorio (R) (Rowntree y
Harris, 2003). La mutacion AF508 genera una proteina mutante no funcional. G542X,
N1303K y W1282X son mutaciones con una frecuencia mayor al 1%.

La péagina de Internet www.genet.sickkids.on.ca/cftr/, es una base de datos mundial donde
se recolectan los reportes sobre mutaciones en FQ en distintas poblaciones. Esta base de
datos presenta un reporte de resultados mundiales para 24 de las mutaciones frecuentes, en

mas de 20,000 casos estudiados (tabla 1).

1.2.3 Mutaciones en RCTFQ en México
Aunque se estima que en la poblacion hispana la frecuencia de la enfermedad es de 1/ 8,500
recién nacidos vivos (AMERICAN COLLEGE OF MEDICAL GENETICS). En paises
donde la enfermedad es emergente como el nuestro se desconoce cual es la frecuencia real.
Un estudio de tamiz neonatal realizado en 7193 neonatos en un hospital en la Cd. de
Meéxico (Velazquez et al, 2000), reporto 2 afectados homocigotos AF508, sugiriendo que la
frecuencia podria ser mayor. Con respecto al perfil de mutaciones en poblacion hispana, se

ha demostrado que existen diferencias en las frecuencias de las mutaciones de acuerdo a la



etnicidad. Un analisis de 16 mutaciones en 40 familias mexicanas no relacionadas, encontro
que la mutacion AF508 se presentd con una frecuencia del 45%, y se reportaron las
mutaciones 3849+10 kb C—T, N1303K, S549N y 621 +1G—T, las cuales representaron un
11% en conjunto (Villalobos-Torres et al, 1997).

Otro estudio en poblacion mexicana reportd un total de 34 diferentes mutaciones,
incluyendo las mutaciones nuevas: W1098C, P750L, 846delT, 4160insGGGG y 297-
1G—A (Orozco et al, 2000). El alelo W1098C fue confirmado en un estudio mas reciente
en la Universidad de Stanford en el cual, en 256 pacientes de origen hispano con
diagnostico de FQ se reportd un paciente con dicha mutacion, correspondiendo a 0.19% de

los alelos analizados (Schrijver et al, 2005).
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1.3 Estructuray funcion del RCTFQ
El RCTFQ es un miembro de la superfamilia de proteinas ABC (casete de union a ATP)
que incluye la proteina de resistencia multiple a drogas (MDR), permeasas bacterianas
periplasmicas (Sheppard, 1999) y los receptores sulfonilurea 1 y 2 (Hanrahan y Wioland,
2004). La proteina contiene: dos dominios transmembranales cada uno con 6 subunidades
de hélices alfa, dos dominios de union a nucledtido (NBD1 y NBD2) y un dominio
regulatorio citoplasmico, caracteristicos de la familia ABC (figura 1), el cual contiene
muchos sitios substrato potenciales para fosforilacion (Akabas, 2000), que permiten la
activacion del RCTFQ. Ademas se requieren interacciones del ATP con los dominios NBD
para cerrarse.
La proteina RCTFQ se localiza en la membrana de las células epiteliales. Funciona como
un canal de cloruro dependiente de AMPc y juega un papel importante en el transporte de
cloruro a través de la membrana apical de las superficies epiteliales (Rich et al, 1990).
Cuando se altera esta funcion, se produce una modificacion en la cantidad y composicion
de los fluidos epiteliales, conduciendo a cambios patologicos en los 6rganos que expresan
el RCTFQ, entre ellos pulmones, pancreas, intestino delgado, tracto reproductivo e higado
(Akabas, 2000; Ratjen y Doring, 2003; Rowe et al, 2005). Al RCTFQ se le han atribuido
otras funciones:
1. Transporte de bicarbonato (Choi et al, 2001).
2. Interaccidon con otras canales, incluyendo el canal epitelial de sodio (ENaC, por sus
siglas en inglés) canal rectificador de salida de cloruro (ORCC, por sus siglas en inglés)
y canal medular renal externo de potasio (ROMK, por sus siglas en inglés) sugiriendo

un papel regulatorio del RCTFQ (Schwiebert et al, 1999).



3. Exocitosis y formacion de complejos moleculares en la membrana (Rowe et al, 2005).

4. Anclaje de los tres aminodcidos finales (treonina, arginina y leucina) a receptores tipo
dominio PDZ, los cuales son denominados también DHR (region homdloga Dlg) o
GLGF (glicina-leucina-glicina-fenilalanina) (Ranganathan y Ross, 1997). Estos se
encuentran en proteinas de sefializacion intracelular y otras proteinas asociadas con la
membrana plasmatica (Short et al, 1998).

5. Se ha sugerido que puede funcionar como canal de cloruro dentro de organelos
intracelulares de las vias endosémicas y biosintéticas, potencialmente modificando su
acidificacion, asi como regulando las propiedades del trafico de organelos intracelulares

(Bradbury, 1999).
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Figura 1. Estructura hipotética del RCTFQ. Se muestra el gen con las regiones
flanqueantes, el RNAm, la cadena proteica con las regiones hidrofobicas y de union a ATP
identificadas, asi como su estructura después de su localizacidon en la membrana celular
(Ramsey, 1996).
1.3.1 Procesamiento celular del RCTFQ

Se ha propuesto un esquema del procesamiento del RCTFQ (figura 2). Cuando se forma la
estructura primaria, el polipéptido es incorporado en la membrana del RE. Se unen cadenas
de oligosacaridos, y a ellos se une la calnexina. Ademas, se unen las chaperonas citosolicas
Hsp70, Hdj-2 y Hsp 90, y puede ocurrir la ubiquitinacion. Debe alcanzarse una estructura

de alta complejidad para la exportacion hacia el RE a través de vesiculas cubiertas de

COPII (no se muestra en la figura). Esta maduracion conformacional dependiente de ATP
8



se acompafia de disociacion de la calnexina y las chaperonas citosolicas. El plegado
completo del RCTFQ lo protege de la degradacion, pero las moléculas que no adquieren
esta conformacion (~75% de los receptores normales y el 100% de las moléculas AF508)
son substratos de enzimas ubiquitinantes (ubc) y son degradadas por el proteosoma, y
pueden estar involucradas proteasas aun no identificadas. Cuando la degradacion se
encuentra bloqueada o saturada, ocurre la agregacion extensiva de moléculas de
exportacion incompetentes. Las moléculas de exportacion competentes viajan del RE hacia
el aparato de golgi, donde se completa la cadena de oligosacaridos. Las vesiculas llevan la
molécula completa de la red trans-golgi (RTG) hacia la membrana plasmatica. El reciclaje
endocitico de esta poblacion y la degradacion de algunas proteinas internalizadas por
proteasas lisosémicas son fendémenos que ocurren para el recambio del RCTFQ expresado

(Riordan, 1999).
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Figura 2. Destino de las moléculas RCTFQ sintetizadas en ribosomas asociados al RE
(tomada de Riordan 1999).
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1.3.2 Efectos de las mutaciones sobre el RCTFQ
Estudios de expresion han permitido determinar una amplia variedad de efectos sobre el
procesamiento del RCTFQ, por lo cual las mutaciones se han ubicado dentro de seis
diferentes grupos de acuerdo al mecanismo por el cual se interrumpe la funcion de RCTFQ:
Clase I. La proteina no se sintetiza. Incluye los fenotipos mas severos. La mas severa es la
G542X, que impide la sintesis de una proteina estable o se produce una proteina truncada
debido a la creacion prematura de un codoén de terminacion. Las proteinas truncadas son
inestables, reconocidas por la chaperona de proteinas del reticulo endoplasmico y
degradadas rapidamente.
Clase 1l. Se afecta la maduracion de la proteina. Se produce una proteina no funcional en
la membrana celular. AF508 esta clasificada aqui, basado en un analisis en un sistema de
expresion heterélogo. En ella ocurre plegamiento incorrecto y retencion de la proteina
mutante en el reticulo endopldsmico y expresion reducida de la forma completamente
glicosilada conocida como la “banda C” (Cheng et al, 1990; Kartner et al, 1992). También
se ha mostrado que el RCTFQ no esté4 localizado adecuadamente en las células epiteliales
de las glandulas sudoriparas (Kartner et al, 1992). Estudios histoquimicos muestran que una
proporcion de RCTFQ alcanza la membrana apical (Kalin et al, 1999).
Clase Ill. Se afecta la regulacion del canal de Cloruro. La proteina es conducida a la
membrana pero no responde a la estimulacion con AMPc. Se ve afectada la union o el
acoplamiento de ATP a la activacion del canal, afectando la transmision del cambio
conformacional. La mutacion sin sentido G551D es un ejemplo.
Clase IV. Conductancia de Cloruro alterada. El RCTFQ es dirigido a la membrana y

responde a estimulo, generando una corriente reducida de cloruros. Un ejemplo es la

10



mutacion R117H. La mayoria de las mutaciones estdn localizadas en los dominios que
atraviesan la membrana. Estudios en el exén 13 que codifica para el dominio regulatorio
han mostrado que estas mutaciones pueden tener diferentes efectos en los niveles de la
conductancia de cloruro. Tres mutantes de este tipo (G622D, R792G y E822K) expresadas
transitoriamente en cultivo de células, muestran actividades de cloruro reducidas
comparadas al tipo silvestre, mientras que las mutantes H620Q y A800G muestran
actividades aumentadas. También se incluyen en esta clase mutaciones en el exén 18, el
cual codifica para la hélice transmembranal 12 y el lazo intracitoplasmico subsecuente.
Ejemplos de ellas son M1137V, 11139V, AM1140, D1152H y D1154G. Estas exhiben
reduccion significativa del paso de cloruro activado por AMPc (Vankeerberghen et al,
1998).

Clase V. Sintesis reducida de la proteina. Ocurren mutaciones que afectan el procesamiento
produciendo cantidades reducidas de transcrito y de proteina funcional que es translocada
en la membrana apical. Ejemplos de ellas son las mutaciones A455E y 3849 + 10 kbC>T
(Minasian, 2003).

Clase VI. Mutaciones que afectan la estabilidad de la proteina. Esta clase fue propuesta por
Haardt en 1999 y discutida por Zielenski en el 2000, aunque fue reclasificada dentro de la
Clase V. Incluye mutantes que carecen de los residuos 70-98 en el extremo C-terminal.
Aunque el C-terminal no es requerido para la biogénesis y funcién del RCTFQ, se reporta
que es indispensable para mantener la estabilidad del complejo RCTFQ glicosilado (Haardt

et al, 1999; Zielenski, 2000).

11



1.4 Fisiopatologia de 1a FQ

Actualmente se conoce que existen oOrganos principales en el ser humano que se ven
afectados y los efectos producidos en cada uno de ellos (figura 3): pulmon, pancreas,
higado, intestino y aparato reproductivo masculino.

El primer parametro clinico confirmatorio de la enfermedad es la iontoforesis, analisis que
demuestra la presencia de concentracion de iones cloruro en sudor mayor a 80 meq/L
(Ratjen, 2003).

Por otro lado, se observa que la formacion de moco y secreciones densas obstruyen
principalmente las vias aéreas distales y glandulas submucosas, donde RCTFQ se expresa a
altos niveles. La dilatacion distal de estas glandulas, el acimulo de moco espeso,
neutrofilos y restos celulares son signos tipicos de esta enfermedad. La hiperplasia
glandular en regiones submucosas es prominente y rodeada de inflamacion peribronquiolar
y tejido cicatrizal. El paciente manifiesta por lo general infecciones pulmonares cronicas
que incluyen un limitado nimero de patogenos. Pseudomonas aeruginosa es el aislado mas
comun, seguido por Burkholderia cepacia, Staphylococcus aureus, Haemophilus influenzae
y Stenotrophomonas maltophilia. P. aeruginosa se adapta especificamente al
microambiente en estos pacientes a través de la formacion de macro colonias o biopeliculas
y la produccion de un polisacarido capsular (un producto de alginato) que inhibe la
penetracion por agentes antimicrobianos y confiere el fenotipo mucoide (Rowe et al, 2005).
Otras manifestaciones clinicas se catalogan como FQ atipica y son: asma atipico,
bronquiectasias, pancreatitis, e infertilidad masculina causada por ausencia bilateral de

vasos deferentes (ABVD) (Welsh y Smith, 1995).
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Figura 3. Organos que se ven afectados en la FQ. La enfermedad afecta a todos los
organos que incluyen glandulas exocrinas, como vias aéreas, pancreas, higado, intestino
delgado, tracto reproductivo y piel. Adicionalmente se muestran los eventos que suceden y
el desenlace para cada uno de los 6rganos involucrados (An Esp Pediatr, 2002).

La edad de inicio de las manifestaciones clinicas, la edad del paciente en la primera
infeccion con patoégenos, el grado de bronquiectasias, y la tasa de declinacion pulmonar
(FEV)) asi como el grado de severidad, son fendmenos observados en pacientes con FQ
que se presentan con un amplio rango fenotipico (Cutting, 2005). La edad del deceso varia

sustancialmente, sin embargo el 90% de la mortalidad es atribuida a insuficiencia pulmonar

(Lai et al, 2004).
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1.4.1 Modelos del funcionamiento anormal del RCTFQ en epitelio pulmonar

Existen 2 hipotesis que explican el funcionamiento anormal del RCTFQ en pacientes con

FQ (figura 4).

Hipétesis composicional. Este modelo propone un comportamiento similar a las glandulas

sudoriparas, proponiendo el RCTFQ como la principal via de absorcién de contra-iones, y

unifica los hallazgos bioeléctricos. El RCTFQ estd incapacitado para la absorcion de

cloruro, por lo que genera una superficie mucosa cargada mas negativamente. El nivel

elevado de cloruro en la capa periciliar inactiva a las defensinas y antimicrobianos

favoreciendo las infecciones con P. aeruginosa (Smith et al, 1996). Algunos estudios en

modelos animales contradicen a esta hipdtesis, pues han mostrado que el liquido superficial

de las vias aéreas es isotonico (Matsui et al, 1998; Boucher, 2003; Rowe et al, 2005).
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Figura 4. Funcionamiento del RCTFQ en epitelio respiratorio. Se muestra A. Anatomia
de las vias aéreas. B. Funcionamiento normal de vias aéreas C. El modelo de concentracion
alta de sales. D. El Modelo del bajo volumen isotonico (Rowe et al, 2005).
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Hipdtesis del bajo volumen isotonico. Este modelo propone un comportamiento opuesto al
de las glandulas sudoriparas. E1 RCTFQ defectuoso provoca un aumento en la absorcion de
cloruro a través de otros canales de cloruros, por lo que al final, existe un incremento en la
absorcion de sodio, cloruro y fluidos, disminuyendo asi el volumen de la capa periciliar.
Esto resulta en disminucién de la capacidad de clarificacion mucociliar y estancamiento del
moco. La actividad de antimicrobianos innatos (lactoferrina, lisozima) se encuentra
reducida cuando la concentracion de NaCl es alta, ya que inhibe su unién a las bacterias
favoreciendo la formacion de biopeliculas e infeccion bacteriana cronica (Smith et al, 1996;
Alino-Pellicer et al, 2003; Rowe et al, 2005). Este modelo es apoyado por experimentos en
ratones que mostraron un aumento en la actividad de los canales de sodio, con un fenotipo

similar al de la FQ (Mall et al, 2004).

15



1.5 Correlacion entre el genotipo en RCTFQ y el fenotipo de la FQ

Las mutaciones detectadas en RCTFQ han sido clasificadas como de alto riesgo (Clase I:

G542X, R553X, WI1282X, R1162X, 621-1GT, 1717-1GA, 1078T, 3659C; Clase II:

AF508, 1507, N1303K, S549N, G85E; Clase III: G551D, R560T) y de bajo riesgo (Clase

IV: R117H, R334W, R347P; Clase V: 3849 + 10kbCT, 2789 + 5GA, A455E; McKone et

al, 2006). Numerosos estudios han intentado correlacionar el genotipo con el fenotipo de

pacientes. Por ejemplo, se ha demostrado que ciertas mutaciones estan asociadas con

insuficiencia (IP) o suficiencia (SP) pancreética y que pacientes con ileo meconial (IM)

presentan IP (Tabla 2) (Alino-Pellicer et al, 2003). Las mutaciones 3849+10kbC->T y

2789+5G—> A estan asociadas a fenotipo moderado. Ambos son sitios de procesamiento que

conducen a un RNAm anormal, aunque se detecta una cierta cantidad de transcritos con

procesamiento normal (Dugueperoux y De Braekeleer, 2005).

Tabla 2. Correlacion genotipo RCTFQ-fenotipo.

FENOTIPO MUTACIONES EN RCTFQ
PANCREATICO (90% de los AF508, G542X y G551D: IP
pacientes) R117H: SP

INTESTINAL (Ileo Meconial,
15% de los pacientes)

AF508 y G542X alta asociacion
G551D y R117H baja asociacion

VASOS DEFERENTES
(infertilidad)

Mutacion 3849 + 10kb C>T

60-70% - una mutacion en RCTFQ

19% - 2 mutaciones conocidas

Polimorfismo intrén 8

33% - una mutacién conocida y el

Alelo 5T

27% - una mutacién conocida sin el
alelo 5T

GLANDULAS SUDORIPARAS

SP, concentraciones mas bajas de cloruros

SP: suficiencia pancredtica, IP insuficiencia pancreética
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1.5.1 Correlacion fenotipo pulmonar-genotipo RCTFQ
A pesar de los numerosos intentos por encontrar una asociacion entre el genotipo y el
fenotipo pulmonar, esta relacion atin no esta bien comprendida (Sanchez-Dominguez et al,
2006). La enfermedad pulmonar es la manifestacion fenotipica mas variable de la FQ. Sélo
pocas mutaciones han sido correlacionadas a la manifestacion pulmonar. Pacientes que
portan una sustitucion de acido glutdmico por alanina en el codon 455 (A455E) tienen una
tasa de declinacion pulmonar medida como FEV; mas lenta (Gan et al, 1995; De
Brackeleer et al, 1997). Otros estudios sugieren que las sustituciones aminoacidicas y
mutaciones en sitios de procesamiento estan correlacionadas con un riesgo bajo de
infeccion con P. aeruginosa. Comparaciones de la enfermedad pulmonar entre
homocigotos AF508 revelan una gran variabilidad, lo cual sugiere la influencia de otros
factores ademas de RCTFQ. Se han realizado estudios en gemelos y hermanos para
investigar la contribucion relativa de factores genéticos y ambientales al fenotipo de la FQ.
Un estudio en pacientes con FQ de Canada (Corey et al, 1989), Reino Unido (Santis et al,
1990), e Israel (Picard et al, 2004), no dejo claro si las similitudes son debido a factores
genéticos, ambientales o ambos. Otro estudio con hermanos y gemelos monocigbticos
(MC) y dicigéticos (DC) en Europa (Mekus et al, 2000), no mostro diferencias
significativas entre ambos si se analizaba sélo el fenotipo pulmonar. Asi, pareci6 concluirse
que entre homocigotos AF508, el compartir la carga genética y el ambiente increment6 la
concordancia con el estado nutricional, pero no con la severidad del cuadro pulmonar

(Cutting, 2005).
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1.6 Genes modificadores

Desde el descubrimiento del gen causal de la FQ, se han llevado a cabo estudios
considerando factores ambientales y otros factores genéticos. Los factores ambientales son
dificiles de medir objetivamente. Sin embargo, hay algunos que nos dan un panorama de lo
que puede suceder, por ejemplo ser fumador pasivo (Collaco et al, 2008) y la exposicion a
la contaminacion ambiental estan asociados a funcién pulmonar reducida (Goss et al,
2004). Se ha observado que la contaminaciéon ambiental como materia particulada
incrementa el estrés oxidativo y la apoptosis mediada por sefales en la mitocondria a través
de la modulacion de la familia de proteinas Bcl en pacientes con FQ (Kamdar et al, 2008).
El estado nutricional también es un factor importante, pues estd asociado a capacidad
pulmonar reducida (Olveira y Olveira, 2008). Sin embargo, los pacientes varian en su
respuesta al tratamiento nutricional, sugiriendo la intervencion de otros factores
ambientales o genéticos (Kirvela et al, 1993). La colonizacion pulmonar con P. aeruginosa
y B. cepacia es un evento mediado por el ambiente, que esta asociado con longevidad
reducida (John et al, 1994; Farrell et al, 1997). P. aeruginosa es oportunista y aunado a la
multirresistencia a firmacos y a su presencia intrahospitalaria, una vez establecida en
pacientes con FQ es dificil de erradicar. Finalmente, el nivel socioecondémico se ha
asociado a bajo FEV, y alta tasa de mortalidad (Schechter et al, 2001; O'Connor et al,
2003).

Considerando que pudieran existir otros factores genéticos implicados en la patogenia
pulmonar de la FQ, y gracias a los avances en el genoma humano, el punto de vista para el
estudio de enfermedades monogénicas ha variado en los ultimos tiempos. Actualmente se

define FQ clésica como aquella enfermedad que refleja la pérdida de 2 alelos funcionales,
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mientras que la FQ no clasica, aquella caracterizada por la presencia de al menos un alelo
mutante que confiere funcidén parcial y en la mayoria de los casos, mejor sobrevida
(Drumm et al, 2005). La amplia variabilidad fenotipica de la FQ ha servido de ejemplo para
otras enfermedades monogénicas al considerar una compleja interrelacion genética
adicional al gen causal RCTFQ.

Dado lo anterior, se han buscado alternativas en los estudios con potencial correlacion
genotipo-fenotipo de esta compleja enfermedad. Ese es el caso del estudio del efecto de
genes modificadores, los cuales han adquirido gran interés en los ultimos afios para estudiar
los mecanismos de la patogénesis de la enfermedad asi como para el disefio de terapias en
FQ (Davies et al, 2005a). Se denomina genes modificadores a aquellos genes diferentes al
gen primario causante de una enfermedad, que tienen la capacidad de influir en el fenotipo
de la misma. Estos o sus productos pueden actuar sobre el gen causal primario, o de manera
indirecta en los mecanismos de respuesta del huésped (Tabla 3).

Tabla 3. Influencia de los genes modificadores en la FQ (Slicker et al, 2005).

Efecto sobre el gen Efecto sobre los mecanismos de defensa y reparacion
causal primario RCTFQ del huésped

e Transcripcion ¢ Inflamacion

e Procesamiento ¢ Respuesta inmune innata

e Traduccion e Proteolisis y fibrosis

e Trafico e Clarificacion mucociliar, dafio y reparacion del epitelio

e Glicosilacion pulmonar

e Degradacion e Transporte de iones

e Secrecion e Susceptibilidad a infecciones con B. cepacia y P.

aeruginosa

1.6.1 Abordaje en el estudio de genes modificadores
Se han analizado diferentes genes modificadores y su posible asociacion con las
manifestaciones clinicas como: capacidad pulmonar reducida, infecciones recurrentes con

P. aeruginosa o B. cepacia, hallazgos patologicos en radiografias de torax, entre otros. Se
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han realizado numerosos estudios en todo el mundo en los Ultimos anos, analizando uno o
varios genes modificadores y su posible interaccion. (Hull y Thomson, 1998; Merlo y
Boyle, 2003; Cutting, 2005; Davies et al, 2005a; Slieker et al, 2005: Drumm et al, 2005;
Collaco y Cutting, 2008). No se han publicado estudios de este tipo en la poblacién
mexicana en enfermedades monogénicas.
La manera de abordar el estudio de genes modificadores, se puede realizar de dos maneras:

a) Estudios de ligamiento genético, que consisten en el estudio de familias donde se

buscan genes candidato que se segregan con la enfermedad.
b) Buscando genes candidatos dentro del proceso fisiopatologico de la enfermedad a
estudiar.

El abordaje molecular de los genes modificadores consiste en “rastrear” variaciones en las
secuencias de DNA que permitan explicar alteracion de niveles o funcidon de sus productos,
y la respuesta a drogas, afectando de diferente manera el fenotipo de una enfermedad. La
secuencia de DNA entre dos individuos no relacionados es aproximadamente un 99%
idéntica, y el restante 1% contiene variaciones denominadas polimorfismos, que
comprenden variaciones genéticas que dan lugar a alelos alternativos en individuos
normales. Los polimorfismos difieren de las mutaciones en la frecuencia, ya que las
mutaciones se encuentran en una frecuencia menor al 1% (Brookes et al, 2000; Lazarus et
al, 2002; Davies et al, 2005b). Es decir, los polimorfismos son variaciones en la secuencias
nucleotidicas en una frecuencia mayor al 1% en la poblacion en general. Los polimorfismos
incluyen sustituciones de una sola base (SNPs por su siglas en inglés), deleciones o

insersiones multibase a pequena escala es decir, polimorfismos de delecion e insersion
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(DIPs por su siglas en inglés) y variaciones en repeticiones, como las repeticiones cortas en

tandem (STRs por su siglas en inglés).

Los SNPs han recibido mucha atencion, debido al proyecto internacional HapMap (Duan et

al, 2008), que pretende generar el mapa de haplotipos de SNPs del genoma humano. Se

estima que existen 10 millones de SNPs en el genoma humano (Davies et al, 2005a).

Ademas, se ha creado una iniciativa global para catalogar toda la variacién genética

humana, llamado el Proyecto del Varioma Humano (Cotton et al, 2007).

Por lo general, el analisis de polimorfismos esta enfocado en las siguientes regiones

(Davies et al, 2005b):

1. Exones, particularmente si hay sustituciéon de aminoacidos.

2. Regiones reguladoras, en las cuales se puede afectar la unidon de factores de
transcripcion.

3. Uniones intron-exon, las cuales pueden influir el procesamiento del RNA.

4. Regiones conservadas entre diferentes especies, lo que usualmente significa una

funcion importante.

1.6.2 Seleccion de genes modificadores: evaluacion del mecanismo de la
inflamacion pulmonar

La excesiva produccion de moco espeso como consecuencia del defecto en el RCTFQ

ocasiona un ciclo continuo de infeccion crénica e inflamacion dominada por un infiltrado

neutrofilico. Esta inflamacion se caracteriza por la produccion incrementada de citocinas

proinflamatorias en pulmones. La liberacion excesiva de oxidantes y proteasas, juega un

papel importante en el dafio al tejido. Estas afectan la integridad de las fibras de elastina y
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otras proteinas de matriz. La defensa antiproteasa del organismo es insuficiente debido a la

combinacion de proteasas endogenas y bacterianas (Terheggen-Lagro et al, 2005) (figura

5).

Finalmente, el establecimiento de ciclos continuos de infeccion e inflamacion afectan de

manera severa la capacidad pulmonar, ocasionando el deterioro y la muerte. (Terheggen-

Lagro et al, 2005).

Se puede resumir que las anormalidades inflamatorias pueden deberse a uno o mas de los

siguientes factores (Courtney et al, 2004):

1. Sobrecarga de proteasas enddgenas y bacterianas.

2. Anormalidad primaria en la produccién/regulacion de citocinas, proteasas e inhibidores
de proteasas.

3. Persistencia del estimulo para la produccion de citocinas, como bacterias.

4. Respuesta anormal del epitelio y los neutrofilos de vias aéreas inferiores.

La inflamacién es vista como una respuesta a la infeccion, sin embargo, hay estudios que

muestran que la inflamacion y la infeccion son eventos tempranos en la enfermedad

pulmonar en infantes, en los cuales no existe enfermedad pulmonar (Cantin, 1995), por lo

que es incierto determinar realmente cual es la causa inicial del ciclo persistente de

inflamacion-infeccion.

Las células epiteliales e inflamatorias de vias aéreas pulmonares producen citocinas. El

estudio de sus funciones nos ayuda a comprender en parte los dafios ocasionados al tejido

pulmonar.
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Figura 5. Proceso inflamatorio pulmonar en la FQ. Los mecanismos de defensa del
huésped contra las agresiones activan la produccion de defensinas y los mecanismos de
clarificacion mucociliar. (Terheggen-Lagro et al, 2005).

La busqueda de genes candidatos se ha centrado asi en la respuesta inmune o inflamatoria.
Basandonos en trabajos realizados en otras poblaciones y en la fisiopatologia de la FQ,
seleccionamos cuatro biomarcadores: La Lectina de Unién a Manosa (MBL), la cual es una
proteina de respuesta inmune innata que participa en opsonizacion y activacion del
complemento; la Interleucina 8 (IL-8), un potente quimiotactico producido por neutréfilos y
células epiteliales; el Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNFa) que es una citocina
proinflamatoria, y la Alfa-1-antitripsina (AAT), antiproteasa que es el mecanismo de
defensa contra la elastasa liberada por los neutréfilos. De acuerdo a las funciones que
desempefian, mismas que seran detalladas a continuacidon, podemos deducir que el defecto

en MBL y AAT, asi como el exceso de IL-8 y TNFa, pudieran estar implicados en la

23



severidad del cuadro inflamatorio. Es por ello el interés de buscar variantes genéticas que

pudieran ser responsables de este desbalance pro inflamatorio-anti inflamatorio.

1.6.3 Lectina de Union a Manosa (MBL)
La recurrencia de infecciones ha implicado a mediadores de la respuesta inmune innata del
huésped como la MBL (OMIM #154545), que es una proteina secretada por el higado
como parte de la respuesta de fase aguda. Esta proteina conduce a la opsonizacion asi como
a la activacion de la cascada del complemento (Presanis et al, 2003). El gen que la codifica
se denomina MBL2, y se localiza en la posicion 10q11.2-q21. Posee 4 exones, y en el exdn
1 se han reportado 3 variantes de importancia clinica: Arg52Cys (alelo D), Gly54Asp (alelo
B) y Gly57Glu (alelo C), llamados en conjunto alelo O, siendo el alelo normal denominado
como A (tabla 4). La mayoria de los reportes coinciden en considerar al gen que codifica
para MBL como el gen modificador mas importante para FQ, pues se ha asociado al
fenotipo y severidad de la enfermedad pulmonar en estudios realizados en pacientes
daneses, franceses, ingleses, belgas y norteamericanos (Garred et al, 1999a; Gabolde et al,
1999; Davies et al, 2004; Yarden et al, 2004; Muhlebach et al, 2006). En pacientes
franceses se ha asociado a la severidad en la enfermedad hepatica, especificamente cuando
se presenta cirrosis (Gabolde et al, 2001), y a la unidén a patégenos y colonizacion. En
pacientes de Reino Unido, se observo que MBL se uni6 a B. cepacia para la activacion de
la cascada del complemento, pero no a P. aeruginosa, sugiriendo que en pacientes con FQ
la deficiencia de MBL conduce a susceptibilidad por infeccion con B. cepacia (Davies et al,
2000). En pacientes suecos colonizados con Staphylococcus aureus, los genotipos

deficientes de MBL se asociaron con funcion pulmonar disminuida (Carlsson et al, 2005).
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La importancia de establecer el papel de MBL en los mecanismos de defensa del huésped
radica en la posibilidad del uso de MBL recombinante como terapia en pacientes con FQ
(Garred et al, 2002; Kilpatrick, 2003; Summerfield, 2003). No hay reportes de estudios de

MBL2 en poblacién mexicana.

Tabla 4. Descripcion de los polimorfismos del exéon 1 del gen MBL2

Polimorfismo Gen Transcrito Posicion Posicion Amino
relativa en relativa Acido
el transcrito en la
proteina
MBL2: B:rs1800450 | ENSG00000165471 | ENST00000373968 226-226 54-54 G/D

Alelos C/T. Alelo
ancestral: C

MBL2 C=rs51800451 | ENSG00000165471 | ENST00000373968 235-235 57-57 G/E

MBL2 D =1rs5030737 | ENSG00000165471 | ENST00000373968 219-219 52-52 R/C

1.6.4 Interleucina 8 (IL-8)
Las quimiocinas son un grupo de moléculas pequefias (8 a 14 kDa) estructuralmente
relacionadas y principalmente de naturaleza bésica, que regulan el trafico celular de
diversos tipos de leucocitos a través de interacciones con un grupo de receptores acoplados
a proteinas G. Juegan un papel importante en desarrollo, homeostasis, y funcion del sistema
inmune, y tienen efectos en las células del sistema nervioso central y en las células
endoteliales involucradas en angiogénesis. En este grupo se encuentra la IL-8, llamada
también: Péptido activador de neutrdfilos-1 (NAPI, por sus siglas en inglés), Citocina
pequena inducible subfamilia B miembro 8 (SCYBS8, por sus siglas en inglés), Péptido
factor quimiotactico de neutréfilos derivado de monocitos 1 (MAP1), Proteina
quimiotactica de granulocitos 1(GCP1, por sus siglas en inglés) y Quimiocina 8 ligando
CXC (CXCLS, por sus siglas en inglés) (OMIM #146930). Esta sustancia quimiotactica es

producida por una enorme variedad de células en respuesta a diferentes estimulos
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inflamatorios como lipopolisacaridos de bacilos gramm-negativos o a otras citocinas como
TNFa e Interleucina 1 (IL1B, por sus siglas en inglés). (Monton y Torres, 1998; Corvol et
al, 2003). El gen que la codifica se localiza en el locus 4q12-ql13, y se ha descrito una
variante de importancia en el promotor: -251 T/A (rs4073, alelo ancestral: A). La variante -
251T se reportd en alemanes como factor de riesgo para asma bronquial (Heinzmann et al,
2004), mientras que la variante -251A en familias del Reino Unido mostré una incidencia
incrementada en bronquiolitis por virus sincitial respiratorio (RSV, por sus siglas en inglés)
(Hull et al, 2000). El genotipo -251T/T en holandeses se encontr6 protector del desarrollo
de sarcoma de Kaposi visceral en pacientes con Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida
(van der Kuyl et al, 2004) y otro estudio en irlandeses mostré menor riesgo de desarrollar
enfermedad de Parkinson (Ross et al, 2004). Finalmente, existe evidencia de la no
asociacion con asma y RSV de la variante -251T (Puthothu et al, 2006), pero si de la
variante recientemente descrita en alemanes IL-8 -781C/T (rs22273006).

Las concentraciones elevadas de IL-8 se han reportado en el esputo de pacientes
norteamericanos (Sagel et al, 2007) y en muchas otras poblaciones. Hasta hace poco, se
detecté en un primer grupo de pacientes con FQ y replicado en un segundo grupo,
pertenecientes al registro norteamericano nacional de FQ, las variantes de IL-8 que
modifican la severidad de la enfermedad pulmonar con consecuencias funcionales (Hillian
et al, 2008). La variante -251T/A en nuestra poblacion se ha relacionado a cancer de

estdbmago e infeccion con Helicobacter pylori (Garza-Gonzalez et al, 2007).
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1.6.5 Factor de necrosis Tumoral alfa (TNFa)

Es una citocina pro-inflamatoria producida por diversas células, principalmente por
macrofagos, que promueve la adhesion y migracion de leucocitos, modula la
hematopoyesis y el desarrollo de los linfocitos, induce otras citocinas y tiene un papel
importante en la activacion de macrofagos y la respuesta inmune en tejidos (Aldallal et al,
2002; Courtney et al, 2004) (OMIM # 191160). El gen se localiza en el cromosoma 6, en la
region HLA clase III del complejo mayor de histocompatibilidad. Se conocen seis SNPs
localizados rio arriba en las posiciones -857, -851, -376, -308 y -238, asi como en la region
codificante en la posicion +691. El alelo denominado TNF2 (-308A, rs 1800629) es el mas
estudiado, pues parece ser un fuerte activador transcripcional, y estd asociado a niveles
altos de TNFa, comparado al alelo TNF1 (-308G) (Chen et al, 2006). El analisis de las
variantes TNF1/TNF2 en nifios de Reino Unido con FQ demostré una asociacion del
genotipo heterocigoto con enfermedad pulmonar severa, medida como FEV; (Hull y
Thomson, 1998). Otro estudio en poblacion de Checoslovaquia y Bélgica demostré una
asociacion entre locus polimérfico TNFa +691g ins/del y severidad en la enfermedad
pulmonar (Yarden et al, 2005). Un estudio de comparacion de sobrevivencia y frecuencias
genotipicas en pacientes norteamericanos encontré diferencias para los genotipos TNFa-
238 (G/G contra G/A; p=0.022) y MBL2 (A/A contra O/O; p=0.016). Con una taza de
riesgo para adultos para TNFa-238 G/G contra G/A de 0.25 y para MBL2 de 2.5,
sugiriendo un papel como genes modificadores de sobrevivencia (Buranawuti et al, 2007).

Se ha reportado la frecuencia de este polimorfismo en poblacion Mexicana (Sanchez-
Dominguez et al, 2008), y en enfermedades como: lupus eritematoso sistémico (Zuniga et

al, 2001), enfermedad reumatica de corazén (Hernandez-Pacheco et al, 2003), colitis
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ulcerativa (Yamamoto-Furusho et al, 2004), fiebre reumatica (Sallakci et al, 2005), artritis
reumatoide (Rodriguez-Carreon et al, 2005), enfermedad de Chagas (Rodriguez-Perez et al,
2005) y espondiloartritis (Vargas-Alarcon et al, 2006); asi como en relacion a
envejecimiento (Soto-Vega et al, 2005), y alteraciones en el perfil de lipidos (Parra-Rojas

et al, 2006).

1.6.6 Alfa (0)-1 Antitripsina (AAT)
La AAT, también denominada anti-elastasa y serpina 1, es un inhibidor de serin proteasas
sintetizado principalmente en el higado y en los macrofagos alveolares, que provee la
principal defensa contra la elastasa de neutréfilos (OMIM #107400). Se ha propuesto que el
balance proteasa-antiproteasa es de vital importancia para evitar el dano al parénquima
pulmonar. El gen se localiza en el brazo largo del cromosoma 14, en la regién 14q.32.1.
Entre otras, se consideran de importancia las variantes S y Z, siendo el alelo normal
denominado como M (tabla 5). La variante S conduce a deficiencia moderada, mientras que
el alelo Z es considerado de deficiencia severa (Graham et al, 1990), la cual esta asociada a
una tasa de declinacion acelerada en la funcion pulmonar (Sandford et al, 2001).
Tabla 5. Descripcion de los polimorfismos de la AAT
Alelo | Efecto SNP de referencia

S Glu264Val | A1A rs17580 (rs455519139)
Z Glu342Lys | 1528929474

Existen reportes contradictorios de la influencia de los polimorfismos de AAT en FQ. Un
estudio en Inglaterra mostrd asociacion de los genotipos de deficiencia con una mejor
funcion pulmonar (Mahadeva et al, 1998a), aunque el mismo autor sugiere la realizacion de

mas estudios para involucrar mas pacientes con fenotipos severos (Mahadeva et al, 1998b).
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Otro estudio en Alemania mostrd que en relacion a infeccion con P. aeruginosa, no existio
una influencia de los fenotipos de deficiencia, aunque el niimero de pacientes portadores de
la deficiencia fue bajo (Meyer et al, 2002). Un estudio en poblacién canadiense de
pacientes con FQ, no mostrd asociacion con los alelos de deficiencia (Frangolias et al,
2003).

La deficiencia de AAT se creia que ocupaba el segundo lugar en frecuencia, superada s6lo
por FQ. Estudios en cohortes indican que la incidencia de los 5 genotipos de deficiencia
(PIMS, PiMZ, PiSS, PiSZ, y PiZZ) es 1 en 9.8 en Canadd y 1 en 11.3 Estados Unidos (de
Serres, 2003). Por otro lado, enfermedades pulmonares han mostrado tener relacioén con la
deficiencia de AAT, como la enfermedad pulmonar obstructiva Cronica (EPOC) y asma
entre otras, en pacientes de Suecia, EU y Alemania (Piitulainen y Sveger, 2002; Eden et al,
2003; Genuneit et al, 2006; Demeo et al, 2007). En nuestra poblacion recientemente se
publico el reporte de frecuencias, donde el alelo Z no fue detectado y el alelo S se encontrod
presente en una proporcion del 1.2% en poblacion del noreste de México (Sanchez-

Dominguez et al, 2008).
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2. JUSTIFICACION DEL PROYECTO
La conclusion del proyecto del genoma humano en el afio 2003, nos permitio alcanzar uno
de los logros mas importantes para la humanidad. Gracias a ello, podemos decir que ahora
se conoce la secuencia de cerca de 3 mil millones de pares de bases que componen al DNA
humano, y que en realidad tenemos un nimero menor de genes de lo que se pensaba (unos
30, 000). Actualmente se tiene almacenada toda esta informacion en bases de datos y con la
mejora en las herramientas de analisis, toda esta informacion se encuentra en espera de ser
descifrada, para no sélo identificar las mutaciones responsables de una determinada
enfermedad, sino también encontrar las pistas que nos indiquen qué nos hace mas
susceptibles para desarrollarlas. Las consecuencias directas de estos avances han cambiado
nuestro punto de vista sobre los padecimientos de origen genético, especialmente de las
enfermedades monogénicas como la FQ. Al ser ésta uno de los desérdenes genéticos mas
frecuentes, los esfuerzos se habian encaminado a encontrar las mutaciones en el gen
RCTFQ que hasta hace poco, se consideraba el tinico gen responsable del cuadro clinico de
la FQ. Con la informacion generada desde su descubrimiento como entidad separada a la
fecha, se ha demostrado que no basta diagnosticar la mutacioén sino comprender los factores
involucrados en las manifestaciones clinicas de la enfermedad. Se ha propuesto la
participacion de alrededor de 45 genes modificadores en la fisiopatologia y en la variacion
del cuadro clinico (Cutting, 2005; Collaco y Cutting, 2008; Corvol et al, 2008). Es por ello
que en este trabajo nos enfocamos al analisis de la mutacioén en el gen RCTFQ y de un
grupo de genes modificadores que pueden afectar la respuesta pulmonar en los pacientes

con FQ.
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Para alcanzar un mayor entendimiento entre la asociacidon de las caracteristicas genotipicas
con las fenotipicas y considerando una amplia revision bibliografica, se observo que los
genes modificadores mas atarctivos de ser estudiados eran IL-8, TNFa, AAT y MBL. De
acuerdo a la funcion de cada una de estas proteinas, podemos deducir que la alteracion en
los niveles pudieran estar implicados en la severidad del cuadro inflamatorio. Este trabajo
pretende encontrar si existe alguna influencia entre los polimorfismos de los genes
modificadores seleccionados y el cuadro pulmonar, con el fin de comprender la
fisiopatologia de la FQ y encontrar la posible interaccion de factores genéticos ajenos al
RCTFQ, y determinar si estos genes modificadores podrian ser un factor de riesgo en el

cuadro pulmonar en pacientes con FQ.
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3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1 Hipotesis

Los polimorfismos en los genes modificadores MBL, IL-8, TNFa y AAT y sus niveles de
expresion, junto con el analisis de las mutaciones en RCTFQ y las variables clinicas pueden
ayudar a establecer si existe una correlacion de la severidad del cuadro pulmonar en

pacientes con FQ y establecer un perfil de riesgo.

3.2 Objetivo general

Analizar las mutaciones en RCTFQ en pacientes con FQ, asi como los polimorfismos de
los genes modificadores MBL, IL-8, TNFa y AAT y sus niveles de expresion, en referencia
a las variables clinicas para determinar si existe correlacion con la severidad del cuadro

pulmonar y en consecuencia un perfil de riesgo del paciente.
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3.3 Objetivos especificos

1.

Establecer un banco de DNA y datos de pacientes con FQ, asi como DNA de
testigos.

Identificar el perfil de mutaciones en RCTFQ en pacientes con FQ.

Obtener las frecuencias alélicas y genotipicas de los genes modificadores MBL, IL-
8, TNFa y AAT en testigos y determinar si la poblacion se encuentra en equilibrio
de Hardy-Weinberg.

Obtener las frecuencias alélicas y genotipicas de los genes modificadores en
pacientes con FQ y determinar si existe dependencia con la enfermedad y factor de
riesgo.

Comparar los niveles de proteinas MBL, IL-8, TNF a y AAT en suero/plasma de
pacientes y testigos, y correlacionar con el genotipo de los genes modificadores.
Determinar si existe una correlacion entre los polimorfismos en los genes
modificadores, el genotipo en RCTFQ, las variables clinicas y el fenotipo pulmonar

de la FQ.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Reactivos

El estuche para el tamizaje de las 36 mutaciones fue INNO-LiPA CFTR36 de Innogenetics
(Technologiepark 6, 9052 Gent, Belgium). Se utiliz6 amortiguador de PCR, MgCl, y
dNTP’s (Promega, Madison WI 53711, EUA). La Tag DNA Polimerasa se produjo en el
laboratorio a partir de una cepa de Escherichia coli recombinante. Los oligonucle6tidos
fueron de la marca Invitrogen (Carlsbad, CA 92008, EUA.). Las endonucleasas de
restriccion Ban 1, Mbo 11, Mwo I, Taq I, Nco I y Mfe I fueron de la marca New England
Biolabs (Ipswich, MA EUA). La esputolisina No cat. 560000 fue de Calbiochem
(Gibbstown, NJ 08027, EUA..). El amortiguador salino fosfato (D-PBS) No. cat. 14190-144
fue de Dulbeco (Carlsbad, CA 92008, EUA). De Sigma (St. Louis, MO 63178, EUA)
fueron: polimetil sulfonil fluoruro PMSF, cat. No. P7626-5G, Acido Etilen Diamino Tetra
sodico EDTA cat. No. AB6138 y Agarosa cat. No. A9539. La agarosa Nusieve GTG cat.

No. 50080 fue de BMA products (Rockland, ME EUA).

4.2 Equipos

Los termocicladores PTC 100 de MJ Research con tapa caliente y MJ mini personal Termal
Cycler asi como la fuente de poder Power Pac 3000 fueron de Bio Rad (Hercules, CA
94547, EUA). El Sistema de fotodocumentacion Modelo M-26 de la marca UVP, LLC
(Upland, CA, EUA), el Nanodrop 1000 y la camara de electroforesis Maxicell EC360M
fueron de Thermo Scientific (Wilmington, Delaware EUA), y la camara de electroforesis
horizontal de la marca Fotodyne (950 Walnut Ridge Drive. Hartland, WI 53029 EUA). De

Lab Line Instruments (Melrose Park, 111, USA) fueron la placa de agitacion orbital Mod

34



3508 y el bafio de agua con agitacion Mod. 3540. (Hércules, CA 94547, EUA). La
incubadora mod. 1330 FX fue de Shel Lab (Cornelius, OR 97113, EUA). El lector de
placas de ELISA fue modelo Lambda ELX800 de la marca Bio Tek Inc. (Highland Park,
Winooski, VT 05404, EUA). Las centrifugas fueron Micro Eppendorf Modelo 5417C
(Westbury NY 11590 EUA) y Labnet Hermle Line Z300K (Eddison, NJ 08837, EUA). Las
pipetas de precision de 2, 10, 20, 100 y 1000 pL fueron de la marca Pipetman (Middleton,

WI 53562, EUA).

La estrategia de trabajo se presenta en la figura 6.
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Figura 6. Estrategia general de trabajo. Diagrama de flujo del uso de las muestras provenientes
de pacientes y testigos.
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4.3 Establecimiento de un banco de datos de pacientes con FQ y de DNA de
pacientes y testigos
4.3.1 Seleccion de pacientes con FQ
Los pacientes incluidos en este trabajo fueron atendidos en el CEPREP. Contestaron un
cuestionario y firmaron una carta de consentimiento. Si los pacientes fueron menores de
edad, la carta de consentimiento fue firmada por los padres.
Criterios de inclusion
a) Electrolitos positivos en sudor
b) Estudio genético de mutaciones en RCTFQ previo o a realizarse durante el
desarrollo del trabajo. Con un alelo o dos positivos para mutaciéon en RCTFQ (en
casos excepcionales sin mutacion diagnosticada si el cuadro clinico de FQ fue muy
franco).
c) Pacientes sin cuadro agudo al momento de la toma.
d) Pacientes que no recibieron tratamiento 2 semanas antes de las toma de muestras.

Criterios de exclusion

Pacientes que no cumplieron los criterios de inclusion.

e Pacientes que abandonaron el estudio

e Pacientes a quienes se les diagnostico algo diferente a FQ

e Personas que no firmaron la carta de consentimiento o no accedieron entrar al

estudio
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4.3.2 Establecimiento de banco de datos de los pacientes con FQ

Para incluir al paciente en el banco de datos, fue requisito que hubiera asistido

regularmente a consulta (un minimo de dos veces al afio) y que en el expediente se hubieran

registrado los siguientes datos:

1.

2.

10.

11.

12.

13.

Fecha de nacimiento

Sexo

Edad de Diagnostico

En caso de fallecimiento, edad del deceso

Grado de enfermedad Pulmonar, se clasifico como leve, moderada y severa. Para
menores de 6 afios se consider6 el cuadro clinico y para mayores de 6 afios se midid
FEV, ademas del cuadro clinico.

Presencia de insuficiencia pancreatica

Presencia de enfermedad hepatica

Persistencia de enfermedad con P. aeruginosa demostrada por cultivo

Persistencia de enfermedad con B. cepacia demostrada por cultivo

Cor Pulmonale

Indice de masa corporal (IMC)

Ileo meconial

Estado socioecondmico (malo, regular, bueno)
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4.3.3 Seleccion de personas testigo
Los testigos fueron sujetos sin FQ voluntarios del area médica, que contestaron un
cuestionario y firmaron una carta de consentimiento. Se les tom6 muestra de sangre que se
empled para el andlisis de polimorfismos y citocinas en plasma.
Criterios de inclusion.
a) Ser originarios del noreste de México, al menos desde dos generaciones previas.
b) No padecer alguna de las siguientes enfermedades:
e Infecciones respiratorias recurrentes (mas de 10 veces al afo)
e Asma
e Alergia
Criterios de exclusion:
e Testigos que no cumplan los criterios de inclusion.
e Testigos que no firmaron la carta de consentimiento o no accedieron entrar al

estudio
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4.3.4 Extraccion de DNA a partir de sangre periférica

El DNA se extrajo a partir de sangre periférica con EDTA como anticoagulante, mediante
la técnica de TSNT (Martinez-Jarreta 1999). El tubo conteniendo la sangre se centrifugd a
1,700 X g por 10 min. De la interfase se tomaron 500 puL para recuperar el paquete de
células blancas y se colocaron en un microtubo de 2.0 mL. Se agregaron 200 pL de
amortiguador de lisis TSNT (Triton X100 2%, SDS 1%, NaCl 100 mM, Tris HCI pH 8
10mM, EDTA pH 8 ImM) y se mezclo por inversion o en vortex durante 30 seg. Se
agregaron 500 pL de fenol saturado y se mezcld por inversion o en vortex durante 30 seg.
Se afiadieron 100 pL de sevag (Cloroformo-alcohol isoamilico 24:1 v/v) y se mezcld en
vortex durante 5 min. Se anadieron 100 pL de TE 1X y se mezcld por inversion o en vortex
durante 30 seg, y finalmente se centrifug6é 8 min, a 20,800 X g.

Se transfiri6 la fase acuosa a un microtubo de 1.5 mL. Se agregaron 2 voliimenes de etanol
absoluto y se mezclé gentilmente por inversion. Se centrifug6 la pastilla de DNA 8 min a
20,800 X gy se decant6 el sobrenadante. Se lavo la pastilla agregando 500 pL de etanol al
70%. Se centrifugd 8 min a 20,800 X g, se seco la pastilla de DNA a temperatura ambiente,
y se resuspendio la pastilla en 200 uL TE 1X (EDTA 100mM y Tris HCI 1M). El DNA fue

cuantificado en el Nanodrop.
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4.4 Determinacion del perfil de frecuencias de mutaciones en RCTFQ

El diagnostico de la mutacion se realizd con el estuche comercial INNOLiPA CFTR36.
Consistio en dos reacciones de PCR maultiplex con iniciadores biotinilados. Una vez
verificada la amplificacion en un gel de agarosa al 2%, los productos se hibridaron en
sondas unidas a membrana. Un resultado positivo se manifestd como la aparicion de una

banda color violeta. El procedimiento experimental completo se describié en el Anexo 1.

4.5 Determinacion de las frecuencias alélicas y genotipicas de genes modificadores
en pacientes y testigos
Los iniciadores y las estrategias se adaptaron de los métodos reportados en la literatura
(Sandford et al, 1999a; Tin et al, 2005; Lee et al, 2005; Chen et al, 2006). Para estandarizar
los procedimientos, se empled el DNA proveniente de un testigo. Se realizaron gradientes
de temperatura y una vez seleccionada la temperatura adecuada, se tituld la concentracion
de iniciadores y MgCl,. Los productos amplificados se analizaron mediante digestion con
enzimas de restriccion (PCR-RFLPs). Finalmente se procedid a procesar los DNA

provenientes de los grupos de estudio de pacientes y testigos.
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4.5.1 Identificacion de los alelos A, B, Cy D del exon 1 del gen MBL2
Se realizé basandose en el método descrito por Tin et al, 2005. La reaccion de PCR para la
amplificacion del fragmento del exon 1 se muestra en la tabla 6, y el programa de PCR en
el termociclador de Bio Rad se detalla en la tabla 7.

Tabla 6. Condiciones de la PCR para la deteccion de los alelos A, B, C y D del gen
MBL2.

Reactivo Concentracion Final
Amortiguador 10X 1X
Iniciador E1-MBL F 0.5 uM
Iniciador E1-MBL R 0.5 uM
MgCl, 1.5 mM
dNTP’s 0.2 mM

Taq DNA polimerasa 25U

DNA 0.2-1 pg

Agua ultrapura estéril CBP 25 ul

Tabla 7. Programa de ciclos de la PCR para MBL2.

Paso | Temperatura °C | Tiempo
1 94 5 min
2 94 30 seg
3 58 30 seg
4 72 30 seg
5 | 40ciclos al paso 2
6 72 | 10 min

La identificacion de los alelos A, B, C y D se realiz6 mediante digestion por separado con
las enzimas de restriccion Mwo |, Mbo 11y Ban I respectivamente, para lo cual se empled 6

pL de producto amplificado. Las condiciones se especifican en la tabla 8.
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Tabla 8. Condiciones de digestion del producto amplificado de MBL2.

Codo6n | Enzima Cantidad, U | Temperatura °C
52 Mwo 1, 5 U/ uL 1 60
54 Mbo I1, 5 U/ uL 1 37
57 Ban I, 20 U/ uL 4 37

Las digestiones se incubaron a la temperatura indicada para cada caso, durante toda la

noche. Los productos de las digestiones Mwo I y Ban I se analizaron en un gel de agarosa al

2%, y para Mbo 11, se analizé en gel de agarosa al 3% (con 1% de Nusieve), tefiido con

bromuro de etidio. Se compar6 contra el marcador de pares de bases pBS + Msp I, y

producto amplificado sin digerir. La imagen se document6 en el sistema de foto

documentaciéon UVP.
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4.5.2 Identificacion del polimorfismo -251 T/A del gen que codifica para IL-8
Se realizo basandose en el método descrito por Lee et al, 2005. La reaccion (tabla 9), y el
programa de PCR en el termociclador PTC 100 de MJ Research (tabla 10) se describen a

continuacion.

Tabla 9. Condiciones de la PCR para la deteccion del polimorfismo -251 T/A de IL-8.

Reactivo Concentracion Final
Amortiguador 10X 1X
Iniciador IL-8-F2 0.2 uyM
Iniciador IL-8-R 0.2 uM
MgCl, 2mM
dNTP’s 0.2 mM

Taq DNA polimerasa 25U

DNA 0.2-1 pg

Agua ultrapura estéril CBP 25 pl

Tabla 10. Programa de ciclos de la PCR para IL-8.

Paso Temperatura °C Tiempo
1 95 5 min
2 95 1 min
3 55 1 min
4 72 Sm
5 30 ciclos al paso 2
6 72 | 10 min

Para la identificacion de los alelos -251T/A se sometidé a digestion 6 pL de producto
amplificado con 1 unidad de la enzima Mfe I (5 U/ uL) a 37°C durante toda la noche. Los
productos de las digestiones se analizaron en un gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro
de etidio. Se compard contra el marcador de pares de bases pBS + Msp I, y producto

amplificado sin digerir. La imagen se document6 en el sistema de foto documentacion

UVP.
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4.5.3 Identificacion del polimorfismo -308 G/A del promotor del gen que
codifica para TNFa

La identificacion de los alelos TNF1 (G) y TNF2 (A) del promotor del gen de TNFa (Chen

et al, 2006), la reaccion de PCR (tabla 11) y el programa de PCR en el termociclador Bio

Rad (tabla 12) se muestran a continuacion.

Tabla 11. Condiciones de la PCR para la deteccion de los alelos TNF1/TNF2.

Reactivo Concentracion Final
Amortiguador 10X 1X
Iniciador TNF308-F 0.5 uM
Iniciador TNF308-R 0.5 uM
MgCl, 1.5 mM
dNTP’s 0.2 mM
Taq DNA polimerasa 25U
DNA 0.2-1 pg
Agua ultrapura estéril CBP 25 ul
Tabla 12. Programa de ciclos de la PCR para TNF1/TNF2.
Paso Temperatura °C Tiempo
1 94 5 min
2 94 30 seg
3 61 30 seg
4 72 30 seg
5 40 ciclos al paso 2
6 72 | 10 min

La identificacion de las versiones normal (G) y mutante (A) del polimorfismo -308 se
realizé por digestion de 6 pL de producto amplificado con 0.3 U de la enzima Nco I (5
U/ ul) y se incub6 a 37°C durante toda la noche. Los productos de las digestiones se
analizaron en un gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio. Se compard contra el
marcador de pares de bases pBS + Msp I, y producto amplificado sin digerir. La imagen se

documento en el sistema de foto documentacion UVP.
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4.5.4 Identificacion de los alelos S y Z del gen que codifica para la AAT
Las condiciones para la reaccion de PCR (Sandford et al, 1999a) para ambas variantes
(tablas 13 y 14), y el programa de PCR en el termociclador PTC 100 de MJ Research (tabla

15) se muestran a continuacion.

Tabla 13. Condiciones de la PCR para la deteccion del alelo S de la AAT.

Reactivo Concentracion Final
Amortiguador 10X 1X
Iniciador AATS-F 1 uM
Iniciador AATS-R 1 uyM

MgCl, 2 mM
dNTP’s 0.2 mM

Taq DNA polimerasa 25U

DNA 0.2-1 pg

Agua ultrapura estéril CBP 25 ul

Tabla 14. Condiciones de la PCR para la deteccion del alelo Z de 1a AAT.

Reactivo Concentracion Final
Amortiguador 10X 1X
Iniciador AATZ-F 0.5 uM
Iniciador AATZ-R 0.5 uM
MgCl, 1.5 mM
dNTP’s 0.2 mM

Taq DNA polimerasa 25U

DNA 0.2-1 pg

Agua ultrapura estéril CBP 25 ul
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Tabla 15. Programa de ciclos de la PCR para AATS/Z.

Paso | Temperatura °C | Tiempo
1 94 5 min
2 94 30 seg
3 57 30 seg
4 72 30 seg
5 | 35ciclos al paso 2
6 72 | 10 min

La identificacion de las versiones normal y mutante de los alelos S y Z de AAT se realizo

mediante digestion con la enzima de restriccion Taq I, para lo cual se someti6 a digestion 6

uL de producto amplificado con 4 U de Taq I (20 U/ puL) y se incubd a 65°C durante toda la

noche. Las digestiones se analizaron en un gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro de

etidio. Se compard contra el marcador de pares de bases pBS + Msp I y producto

amplificado sin digerir. La imagen se documentd en el sistema de foto documentacion

UVP.
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4.6 Cuantificacion de proteinas en suero/plasma y esputo de pacientes y testigos
mediante ELISA

Para la deteccion de los niveles de citocinas en muestras de suero/plasma y esputo

almacenadas a -70°C se emplearon estuches comerciales de ELISA (R&D Systems,

ALPCO y AntibodySHop). Los protocolos completos para cada ELISA se describieron en

los anexos 3 al 6.

4.6.1 Procesamiento de esputo

El esputo se colectd por emision espontanea en un recipiente estéril. Se siguid el método
proporcionado por el Dr. Sagel del Children’s Hospital de Denver, Colorado (comunicacion
personal).

Se determind el peso de la muestra de esputo. Se mezcld 1 parte de esputo con 3 partes de
PBS estéril a temperatura ambiente y 4 partes de esputolisina al 10% recién preparada. Se
incubd en un bafio de agua a 37°C con agitacion a 160-170 rpm por 15 min, mezclando el
espécimen con una pipeta de transferencia de polietileno cada 5 min para asegurar la
homogenizacion completa.

Se centrifugd el homogenado a 250 X g, 10 min, a 4°C. Se transfiri6 el sobrenadante con
una pipeta de transferencia de polietileno por aspiracion en otro tubo de polipropileno de
centrifuga. Se centrifugd el sobrenadante a 4000 x g por 20 min a 4°C para colectar los
restos celulares. Se transfirio el sobrenadante con una pipeta de transferencia de polietileno

a un tubo de centrifuga de polipropileno.
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Se almacend a -70°C una parte del sobrenadante en alicuotas de 1 mL en tubos de 2 mL
etiquetado como “sin inhibidores”, con la identificacion del paciente para estudios
posteriores.

Al resto se le agregd6 PMSF 100 mM a razén de 1 pL/mL, y EDTA 200 mM a razén de 25
uL/mL (ambos componentes actiian como antiproteasas). Se almacend en alicuotas de 1
mL en tubos de 2 mL etiquetado como “con inhibidores”, con la identificacion del paciente,
y se almacend a -70°C. Todas las pastillas fueron almacenadas a -70°C para estudios

futuros.
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4.6.2 Cuantificacion de MBL funcional
Se utilizdé el estuche comercial MBL Mannanan-binding ELISA Kit (AntibodySHop,
estuche 030). Este ensayo fue altamente selectivo para medir la actividad de MBL
oligomerizada y funcionalmente activa. El ensayo se realizd en micropozos cubiertos con
manosa proveniente de Saccharomyces cerevisiae. Las muestras de plasma, suero y esputo
se diluyeron en el amortiguador con calcio. La MBL unida a la manosa de la superficie se
detectd con un anticuerpo monoclonal anti-MBL biotinilado. Esto se cuantifico mediante
un conjugado de peroxidasa de rabano y estreptavidina con posterior incubacién con el
sustrato cromégeno, lo cual permitid la cuantificacion de MBL funcional presente en el
calibrador o muestra afiadida mediante un lector de placas de ELISA. Los calibradores de
0.5, 1,2,5,10,20 y 50 ng/mL, asi como las muestras fueron analizados por duplicado. El

método en general se presenta en la figura 7.

A Manosa

Pozos precubiertos con manosa

A MBL

Se afiadieron las rmuestras diluidas y calibradores ¥ se incubé
J.[OAnticuerpo anti-MBL biotinilado

Se afiadié un anticuerpo anti-MBL biotinilado y se incubd

:‘k\ Estreptavidina-HRP

Seagrego la estreptavidina conjugada con HRP a y se incubé

iii“ TMB-sustrato

Se agrepa el sustrato y se incubo en la oseuridad

B B B BT R

La reaccién se bloqued con medio dcido y se leyo la absorbancia a 450 mm.

Figura 7. Esquema general del desarrollo de ELISA para medir MBL funcional.
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4.6.3 Cuantificacion de IL-8
Se utilizo el estuche Quantikine Human CXCLS8/IL-8 (R&D Systems). Se empleo6 la técnica
cuantitativa de enzimo-inmunoenzayo tipo sandwich. Los calibradores y las muestras se
colocaron en pozos pre-cubiertos con anticuerpos monoclonales anti IL-8, los cuales
capturaron la IL-8 presente en suero. Se agregd un anticuerpo policlonal anti IL-8
conjugado con peroxidasa. Finalmente para la reaccion de color se afiadid
tetrametilbencidina a los calibradores y muestras. La cuantificacion de IL-8 se realiz6
mediante un lector de placas de ELISA. Los calibradores de 5, 7.3, 15.6, 31.2, 62.5, 125,

250, 500 y 1000 pg/ml, asi como las muestras fueron analizados por duplicado (figura 8).

4.6.4 Cuantificacion de TNFa
Se utilizo el estuche Quantikine Human TNF-o/TNFSF1A (R&D Systems). Se empled la
técnica cuantitativa de enzimo-inmunoenzayo tipo sdndwich. Se agregaron los calibradores
y las muestras en pozos pre-cubiertos con anticuerpos monoclonales anti TNFa.
Posteriormente se agregd un anticuerpo policlonal anti TNFa conjugado con peroxidasa.
La adicion final de tetrametilbencidina como sustrato cromogeno permitid la cuantificacion
de TNFa presente en el calibrador o muestra afiadida mediante un lector de placas de
ELISA. Los calibradores de 5.0, 7.3, 15.6, 31.2, 62.5, 125, 250, 500 y 1000 pg/ml, asi como

las muestras se analizaron por duplicado (figura 8).
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4.6.5 Cuantificacion de AAT
Se utiliz6 el estuche al-Antitrpsin Clearance EIA (Alpco Diagnostics, Cat. No. 30-6752).
El ensayo consistio en la técnica cuantitativa de enzimo-inmunoenzayo tipo sandwich, con
2 anticuerpos policlonales que se unieron a AAT humana. Los calibradores y las muestras
pre-diluidas se agregaron en pozos pre-cubiertos con anticuerpos policlonales de alta
afinidad para AAT. Durante la primera incubacion, la AAT se fijo por el anticuerpo
inmovilizado. Después se agregd un anticuerpo anti AAT conjugado con peroxidasa. Se
utilizo tetrametilbencidina como sustrato cromogeno, y se cuantificé la AAT presente en el
calibrador o muestra afiadida mediante un lector de placas de ELISA. Los calibradores de

3.3, 10,30 y 90 ng/L, asi como las muestras fueron analizados por duplicado (figura 8).

]_( Anticuerpo anti TNFa.
Pozos precubiertos con Anticuerpos anti TNFa.

O TNFa.

Se afiadieron las muestras y calibradores y se incubd

)[o Anficuemo anti-TNFo-Peroxidasa
Se afiadié un anficuerpo anti-TNFa. conjugado con peroxidasa y se incubd

$+ TMB
Se agrego el sustralo y se incubod en la oscuridad

2 B E E

L.a reaccién se bloqued con medio acido y se leyd 1a absorbancia a 450 nm.

Figura 8. Esquema general del desarrollo del ELISA para medir TNFa. El mismo
esquema es valido para IL-8 y AAT.
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4.7 Correlacion entre los polimorfismos de genes modificadores, genotipos en
RCTFQ, variables clinicas y fenotipo pulmonar
Para determinar la presencia de correlacion entre las variables analizadas y el fenotipo
pulmonar se simplifico el genotipo en RCTFQ clasificando los pacientes como
AF508/AF508, AF508/X y X/X, donde X es una mutacién (conocida o desconocida)
diferente a AF508. Para MBL, como otros autores lo han reportado (Garred, 1999;
Buranawti, 2007), en ocasiones se agrup6 a los portadores heterocigotos de una mutacion
(A/D, A/B o A/C) como A/O y a los homocigotos o heterocigotos compuestos como O/O,
siendo el genotipo normal el A/A. El resto de los resultados fueron analizados

estadisticamente de manera directa.
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4.8 Analisis estadisticos
Se emplearon los programas Excel, Minitab y SPSS.

e Las frecuencias de los genes modificadores se analizaron empleando la prueba de
ajuste de bondad mediante la Chi cuadrada (X?) para determinar si la muestra de la
poblacion del Noreste de México se encontraba en Equilibrio de Hardy-Weinberg,

e La comparacion de genotipos de genes modificadores de pacientes contra testigos se
realizd con pruebas de independencia basadas en X*y Razon de momios (OR).

e Los niveles de proteinas en suero/plasma de pacientes y testigos se compararon
mediante la Prueba U de Mann-Whitney.

e La correlacion entre los polimorfismos en los genes modificadores, el genotipo en
RCTFQ, las variables clinicas y el fenotipo pulmonar se determind mediante la
prueba de correlacion de Rho de Spearman (rs).

e L[a sobrevida de los pacientes para encontrar factores clinicos y genéticos

determinantes, se verifico mediante graficas de Kaplan-Meier.
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5. RESULTADOS
5.1 Establecimiento de un banco de DNA de pacientes con FQ y testigos
5.1.1 Caracteristicas del grupo de pacientes y tipos de muestras obtenidas
I. Obtencion del DNA
Se reunieron 81 DNAs de pacientes con FQ en cantidad y calidad adecuadas para el analisis
molecular en RCTFQ y frecuencias alélicas y genotipicas de genes modificadores, con las
siguientes caracteristicas:
a) Del banco de DNA de la Unidad de Diagnéstico Molecular: positivos para una o
dos mutaciones (n=41).
b) Pacientes nuevos: positivos para una o dos mutaciones (n=36).
c) Casos especiales: pacientes con todos los datos clinicos caracteristicos de FQ
negativos para las 36 mutaciones analizadas (n=4).
II. Muestras bioldgicas adicionales.
De 11 pacientes se recolectd suero/plasma y cinco de éstos fueron productores espontaneos

de esputo y fue recolectado y procesado para el analisis de proteinas (figura 9).

55



5.1.2 Caracteristicas del grupo de testigos y tipos de muestras obtenidas
I. DNA
Se colectaron 104 DNAs de testigos sanos de las cuales por lo menos tres generaciones
previas fueron originarias de la region noreste de México (figura 10). La edad promedio fue
25.94 £ 7.65, y el 80% fueron mujeres. Estos DNAs se emplearon para el analisis de las
frecuencias alélicas y genotipicas de genes modificadores.
I1. Muestras bioldgicas adicionales.

Se recolectd suero/plasma de un subgrupo de 16 testigos (figura 9).

PACIENTES TESTIGOS
| |
v v v v
40 con expediente 81 DNA 104 DNA 11 muestras
clinico completo Frecuencias: Frecuencias: | | suero/plasma
11 muestras Basge de Mutaciones Genes

suero/plasma datos RCTFQ modificadores
PCR-RFLP

! !

5 muestras J Citocinas
esputo ELISA

Figura 9. Muestras de DNA, suero/plasma y esputo recolectadas de los grupos de
estudio y tipo de analisis realizados.
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(80%)

[ Nuevo Leon M Coahuila I Tamaulipas & SLP

Figura 10. Distribucién geografica de los 104 testigos incluidos en el trabajo. Se indica
el nimero de testigos y entre paréntesis el porcentaje correspondiente para cada estado del
Noreste de México.
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5.2 Establecimiento de un banco de datos de pacientes con FQ

40 de los 81 pacientes incluidos en los estudios de frecuencias contaron con expediente
clinico completo para los estudios de correlacion. De ellos a continuacion se presentan los
datos demograficos mas relevantes:

e Sexo: 21 pacientes hombres y 19 mujeres.

e Edad de diagnostico: edad promedio 5.1 afios, mediana: 3 afios, moda: 1 afio
(desviacion estandar de 6.4), con un rango de edades de 0 a 34 afos.

e Fenotipo pulmonar. 10 con cuadro leve, 14 con cuadro moderado y 16 con cuadro
severo.

e Edad de fallecimiento: 16 pacientes: 10 mujeres y 6 hombres, de un promedio de
edad de 13.4 afios, con mediana y moda de 8 afios (desviacion estandar 10.99). El
rango fue de 2 a 38 afios.

e Insuficiencia pancreética: 18 hombres y 18 mujeres.

e Enfermedad hepatica: 6 hombres y 1 mujer.

e Infeccion con P. aeruginosa y B. cepacia: 18 positivos para P. aeruginosa, 14
positivos para P. aeruginosa y B. cepacia, y 8 negativos para ambas.

e Cor pulmonale: 8 hombres y 10 mujeres, perteneciendo cuatro al fenotipo pulmonar
moderado y 14 al severo.

La distribucion geografica de los pacientes se muestra en la figura 11.
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E Nuevo Leon B Coahuila I Tamaulipas & Querétaro B Oaxaca

Figura 11. Distribucion geografica de los 40 pacientes con expediente clinico incluidos
en el trabajo. Se indica el numero de pacientes y entre paréntesis el porcentaje
correspondiente para cada estado.
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5.2.1 Caracteristicas del subgrupo de pacientes homocigotos AF508
Debido a la frecuencia de la mutacion AF508, se describio las caracteristicas clinicas del

grupo de homocigotos (tabla 16), donde los eventos con mayor frecuencia fueron la

insuficiencia pancreatica y la infeccion por P. aeruginosa.

Tabla 16. Caracteristicas clinicas del subgrupo de pacientes homocigotos AF508
(n=12).

Signo clinico No. de Pacientes | %
Enfermedad pulmonar leve 3 23
Enfermedad pulmonar moderada 4 33
Enfermedad pulmonar severa 5 42
Insuficiencia pancreatica 12 100
Enfermedad hepatica 4 33
Infeccion recurrente con P aeruginosa 10 83
Infeccion recurrente con P aeruginosa y B. cepacia 3 25
Cor Pulmonale 6 50
Fallecimiento 6 50

5.2.2 Genotipos de RCTFQ en pacientes fallecidos
De los 16 pacientes que fallecieron, predominaron aquellos que portaron la mutacion
AF508 en uno (n=5) o ambos (n=6) alelos. Una paciente AF508 homocigoto con
enfermedad pulmonar leve, presentd cuadro hepatico e insuficiencia pancreatica que
influyeron en la sobrevivencia. Los tres pacientes fallecidos con enfermedad moderada, con
genotipos en RCTFQ 2789+5G>A/X, AF508/X y AF508 homocigoto, fueron
diagnosticados entre los 10 y 21 afios. Se graficé la distribucion de niimero de pacientes

fallecidos y los correspondientes genotipos (figura 12).

60



1

(6%) (6%)

6
(38%)

2
(13%)
5
(31%)
AF508/AF508 B AF508/X [ AF508/G542X
E2789+5G ->A/X M AF508/3849+10Kb S549N/S549N
Figura 12.  Distribucion de numero de pacientes fallecidos de acuerdo al genotipo.

Se incluye entre paréntesis el nimero de pacientes por genotipo y el porcentaje del total.
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5.3 Perfil de frecuencias de mutaciones en RCTFQ

De las 81 muestras de DNA de pacientes con diagndstico clinico de FQ, 41 de ellas se
analizaron las mutaciones en RCTFQ durante el desarrollo de la tesis mediante hibridacion
con sondas oligo-alelo especificas. Las mutaciones en RCTFQ del resto (40) fueron
previamente analizadas mediante estuches de hibridacion con sondas ASO de 16 y 26
mutaciones (Roche). La prueba empleada en esta tesis detectd tanto la version normal como
la mutante para cada una de las 36 mutaciones analizadas, por lo que fue posible determinar
el estado de homocigoto, heterocigoto, o un segundo alelo desconocido (figura 13). Una
lista de las mutaciones incluidas se describio en el anexo 1. En el 55% de los pacientes se
detectaron ambos alelos mutantes, mientras que en el 40% se detecté un alelo mutante
(figura 14) Aquellos en los que no se detectd mutacion, que corresponde a un 5%, no
fueron descartados pues poseen el cuadro clinico caracteristico y sus DNA seran
secuenciados.

La tabla 17 muestra las frecuencias alélicas y genotipicas de los 81 pacientes con FQ

analizados. Permanecieron sin identificar el 25% de los alelos.
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Figura 13. Analisis del DNA de un paciente con FQ mediante el estuche INNOLiPA
CFTR36 (Innogenetics), el cual presentd un genotipo heterocigoto compuesto
AF508/G85E. La mitad superior de cada tira detecta los alelos mutantes, mientras que la
mitad inferior revela las versiones normales correspondientes.
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Ambos alelos B Un alelo & Ningun alelo

Figura 14. Deteccion de genotipos de los 81 pacientes incluidos el estudio de
frecuencias de mutaciones en RCTFQ. Se muestra el nimero de pacientes en cada
categoria y su porcentaje para la detecciéon de ambos alelos, uno o ningtin alelo mutante.

Tabla 17. Frecuencias de genotipos y alelos RCTFQ en 81 pacientes con FQ.

GENOTIPOS No % ALELOS No. Y%

AF508/AF508 29 35.8 AF508 96 60.0
AF508/X 26 32.1 G542X 8 5.0
AF508/G542x 5 6.17 S549N 5 3.1

AF508/3849+10kb 3 3.7 2789+5G>A 4 2.5

AF508/S549N 1 1.23 3849+10kb 3 1.9

AF508/L206W 1 1.23 G85E 1 0.6

AF508/2789+5G2>A 1 1.23 R1162X 1 0.6

AF508/G85E 1 1.23 1148T 1 0.6

S549N/S549N 2 247 |R334W 1 0.6

2789+5G2>A/2789+5G2A 1 1.23 AI507 1 0.6

G542X/R1162X 1 1.23 L206W 1 0.6

G542X/X 2 247 X 40 25.0
2789+5G-->A/X 1 1.23  |N= 162

DI5S07/X 1 1.23

1148T* 1 1.23

R334W* 1 1.23

X/X 4 5

Total 81 100

64



5.4 Frecuencias genotipicas y alélicas de genes modificadores en pacientes y testigos

Se presentan a continuacion los patrones de PCR-RFLPs (figuras 15 a la 18) y la
interpretacion para cada uno de los polimorfismos analizados, mediante los cuales se
determino el estado homocigoto normal, homocigoto mutante y heterocigoto (tabla 18). En
la mayoria de los casos, las enzimas presentan un sitio de reconocimiento para las versiones

normales de las variantes analizadas, excepto para el alelo C de MBL, el cual presenta un

sitio de restriccion para la version mutante.

Tabla 18. Resumen de las estrategias experimentales e interpretacion para el analisis

de las variantes analizadas de los genes modificadores.

Gen Alelos Enzima de PCR-RFLP PCR-RFLP | Referencia
analizados restriccion normal mutante
MBL2 | A,B,CyD |Banl A: 95+39 pb B: 134 pb Tin et al,
Mbo II A: 134 pb C: 78+56 pb | 2005
Mwo I A 109+25 pb D: 134 pb
IL-8 -251 A/T Mfe I -251A: -251T: 816 | Lee et al,
520 + 296 pb pb 2005
TNFa | -308G/A Nco I TNF1: 126+16 pb | TNF2: 142 pb | Chen et al,
TNF1, TNF2 2006
AAT |M,SyZ Taq 1 M: 78 pb S: 98 pb Sandford et
M: 123 pb Z: 144 pb al, 1999a
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Exon 1

134 pb
' |
Codon 52 Codén 57 Codon 54
Mivo 1 Mbo TI Ban 1
| | [
134 pb 109425 pb | 134 pb 78+56 ph 134 pb 95+39 pb
Alelo D Alelo A alelo A Alelo C Alelo B Alelo A
T % a8 & - = U D - = % =
M PA ¥ % = w = % w =w % % T

Figura 15. Diagrama del analisis de los polimorfismos del exén 1 del gen MBL2. Para
los codones 52 y 54, los alelos mutantes (B y D) permanecieron sin cortar con las
respectivas endonucleasas de restricciéon, mientras que los alelos normales (A) se
digirieron. Para el codon 57, el alelo mutante C se digirié con la enzima mientras que el
alelo silvestre (A) permanecid sin cortar. M: marcador de pares de bases, PA: producto
amplificado.

M PA T/A AlA T/A T/T

Figura 16. Analisis del polimorfismo -251A/T de IL-8. El alelo ancestral A gener6 dos
fragmentos de 520 y 296 pb con la enzima de restriccion Mfe I, mientras que la variante T
permanecid sin cortar (N, 816 pb). M: marcador de pares de bases. PA: producto
amplificado.
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Figura 17. Analisis del polimorfismo -308G/A de TNFa. El alelo normal TNF1 genero
un fragmento de 126 pb con la enzima de restriccion Nco I, mientras que el alelo mutante
TNF2 permanecid sin cortar (142 pb). M: marcador de pares de bases. A. producto
amplificado.
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Figura 18. Analisis de las variantes S y Z de la AAT. Las versiones normales (M)
generaron dos fragmentos de 78 y 123 pb con la enzima Taq I en ausencia de los alelos S y
Z respectivamente, mientras que si las mutaciones estuvieron presentes permanecieron sin
cortar (98 pb para el alelo S y 144 pb para el alelo Z). PM: marcador de pares de bases. PAs
y PAz productos amplificados sin cortar.
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Las frecuencias genotipicas y alélicas para pacientes y testigos se presentan en las tablas 19
y 20. Para los testigos, se determind que las frecuencias se encontraban en equilibrio de

Hardy-Weinberg en la poblacion analizada, cuyos célculos se incluyeron en el anexo 7.

Tabla 19. Frecuencias de los genotipos analizados en los genes modificadores en

pacientes y testigos.
Pacientes Testigos
Polimorfismo Homocigoto | Heterocigoto | Homocigoto | Homocigoto | Heterocigoto | Homocigoto
normal mutante normal mutante

MBL A/D 96.3 3.8 0 90.3 9.7 0
MBL A/B 63.8 33.8 2.5 73.8 22.3 3.9
MBL A/C 96.3 3.8 0.0 89.2 10.8 0.0
MBL A/O 57.5 38.8 3.8 61.2 31.1 7.7
IL-8 -251A/T 16.5 51.9 31.6 18.6 49.0 324
TNF1/TNF2 82.5 17.5 0.0 94.2 5.8 0.0
AAT M/S 97.5 2.5 0.0 97.1 2.9 0.0
AATM/Z 100 0.0 0.0 100 0.0 0.0

Tabla 20. Frecuencias alélicas de pacientes y testigos para los genes modificadores
analizados.

A/D A/B A/C A/O IL-8 -251 A/T | TNF1/TNF2 M/S M/Z
Pacientes | 98.1/1.9 | 80.6/19.4 | 98.1/1.9 | 76.9/23.1 42.4/57.6 91.3/8.8 98.8/1.2 | 100/0
Testigos | 95.1/4.9 | 85.0/15.0 | 94.6/5.4 | 76.7/23.3 43.1/56.9 97.12.9 98.6/1.4 | 100/0

La tabla 21 muestra que los alelos variantes AATS y AATZ son los menos variados en
nuestra poblacion, mientras que los genotipos variantes MBL O y el alelo B, asi como IL-8

presentaron una alta frecuencia.

5.5 Prueba de asociacion y razén de momios en genotipos de pacientes contra
testigos

Para determinar si los genotipos de los genes modificadores analizados se comportaron
como variables independientes (Hy) o dependientes (H,) de la enfermedad (FQ), se
realizaron pruebas de independencia basadas en X* y razén de momios (OR). Para TNFaq,

se encontrd que TNF1/TNF2 se comporté como un genotipo de riesgo (OR: 3.43, p: <0.05,
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X?: 6.3, p: <0.05) mientras que TNF1/TNF1 resulté un genotipo protector (OR: 0.29, p:
<0.05, X*: 6.3, p: <0.05).

5.6 Niveles de proteinas en pacientes y testigos

5.6.1 Niveles de proteinas en suero/plasma de pacientes y testigos

El nimero de muestras de suero/plasma y esputo analizados estuvo determinado por los
pacientes en seguimiento del CEPREP que accedieron a proporcionar nuevas muestras de
sangre para colectar plasma y suero fresco (n=11) que fueron procesados junto con 16
muestras de suero/plasma de 16 testigos. Para las cuatro citocinas analizadas, el valor
promedio en pacientes fue mayor que en testigos (tabla 21). Sin embargo, el andlisis de
ambos grupos para cada proteina analizada mediante la prueba estadistica para datos no
paramétricos de Mann Whitney, mostrd diferencia significativa unicamente para la IL-8

(figura 19).

Tabla 21. Valores promedio y rango de niveles de proteinas en suero/plasma por
ELISA en pacientes y testigos.

Citocina Pacientes Testigos
MBL (ng/mL) 2272.6 (0 a 4778) 1894 (0a 5177)
IL-8 (pg/mL) 20.8 (8.7-43.2) 9.1 (5.6-11.0)
TNFa (pg/mL) 7.5 (5.05-10.04) 7.0 (5.4-9.0)
AAT (mg/L) 2447 (337-4863) 1424 (173-3158)
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Var 1 N Rangn Suma
promedio de
TANEOS
IL-B 100 11 19.35 213
200 14 10.31 165
Totzal 27
B
Var 2
Mann-Whitney 1 20,00
Wilcoxom W 145.0
kA -2.:20
Asymp.sign (2 colas) 0om
Exact Sig [2*{1-colaSig. }] 0.0

=

Testipgns Pacientes
D Estadistica descriptiva
Grupo N Percentiles
25vo | Shvo (mediana) Bvo
Testigns 16 7.50 0.dl 10.40
Pacientes 11 .80 14.40 ils

Figura 19. Resultados de la prueba estadistica (A, By D) de Mann Whitney y grafico
descriptivo (medianas y percentiles, D) de los resultados de ELISA en suero para la
IL-8 en pacientes y testigos.
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5.6.2 Niveles de proteinas en esputo de pacientes con FQ

De los 11 pacientes que accedieron a proporcionar muestras de suero/plasma, 5 fueron
productores de esputo. Se detectaron IL-8, TNFa y AAT pero no MBL en el esputo de los
pacientes. Los niveles de IL-8, fueron 10,000 veces mayores en esputo que en suero/plasma
(tabla 22). Los pacientes del 1 al 4 presentaron enfermedad pulmonar moderada. El
paciente marcado como No. 5 presenté un fenotipo severo y niveles elevados de TNFa e
IL-8 en esputo.

Tabla 22. Comparacion de niveles de citocinas en suero/plasma y esputo de 5
pacientes.

IL§ AAT TNF
suero/plasma | Esputo suero/plasma | Esputo suerofplasma | Esputo
Paciente pe/ml ng/ml Polimorfismo mg/L mg/L Polimorfismo pgiml pg/ml | Polimorfismo
1 16.0 117 TT KENN] 127.44 ML £.21 6.3 THFL/THFL
2 ER] 2004 T/A 4175 471 ML £.73 388 TNFL/THF]
3 144 871 T/A 3878 10.32 ML f.08 207 TNF1/THFL
4 424 3663 TT 1771 a ML 9.4 375 THFL/THFL
5 432 a7 T/A 337 912 ML 725 1050 TNF1/THFL

5.7 Correlacion entre los polimorfismos de los genes modificadores, genotipo en
RCTFQ, variables clinicas y fenotipo pulmonar

Tomando como base la clasificacion de acuerdo al fenotipo pulmonar leve (n=10),

moderado (n=14) y severo (n=16), la prueba de correlacion no paramétrica de Rho de

Spearman mostré una correlacion moderada del fenotipo pulmonar con infecciéon con P.

aeruginosa e indice de masa corporal (IMC). Se muestran las distribuciones de ambos

factores respecto al fenotipo pulmonar en las figuras 20 y 21.
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W
g 15
g
2 10
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2 5
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Z 0
Leve Moderado Severo
B | HPA H BC OPA+BC
Fenotipo pulmonar P. aeruginosa
Fenaotipo Coeficiente de correlacion 1.000 0'69345
pulmonar Sig (2 colas) - <1X10
N 40 40
P. aeruginosa Coeficiente de correlacion 0.693 1.000
Sig (2 colas) <1X10° "
N 40 40

Figura 20. Grafico de distribucion de datos (A) y tabla de resultados (B) de la prueba
rs de fenotipo pulmonar contra infeccion (P. aeruginosa PA y B. cepacia BC), para un
total de 40 pacientes.
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Leve Moderado Severo
Fenotipo pulmonar IMC
Fenotipo Coeficiente de correlacion 1.000 0.683
pulmonar Sig. (2 colas) - <2x10-5
N 40 40
IMC Coeficiente de correlacion 0.683 1.000
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N 40 40

Figura 21. Grafico de distribucion de datos y tabla de resultados de la prueba rs de
fenotipo pulmonar contra IMC, para un total de 40 pacientes.
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5.8 Niveles de proteinas contra genotipos de genes modificadores en pacientes y
testigos

Para el genotipo normal de MBL (A/A, n=6 pacientes y 8 testigos) el valor promedio
resultdé mayor en pacientes que en testigos (4016 y 3274 ng/ml respectivamente, figura 22).
Para estos promedios, la prueba de Mann-Whitney no demostr6 diferencia estadisticamente
significativa (p=0.5157). Los portadores de dos alelos mutantes (O/O n=2 testigos y 2
pacientes) presentaron niveles nulos de MBL, mientras que en portadores de una mutacion
(A/O, n=6 testigos y 3 pacientes), los niveles se encontraron reducidos comparados a A/A,
siendo menor el promedio en pacientes que en testigos. (302 y 687 ng/ml respectivamente,

figura 22).

MBL

6000

5000 T

=
S
S
<

3000 -

ELISA ng/mL

2000 -

1000 - T

A/A A/O 0/0
Genotipo MBL exon 1

O Testigos M Pacientes

Figura 22. Niveles de MBL (ng/mL) en suero en testigos y pacientes y genotipo.
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Se realiz6 una prueba de correlacion de Spearman de genotipo contra niveles de MBL en
testigos y pacientes que demostrd que existio una elevada correlacion entre el genotipo y

los niveles de MBL. (tabla 23).

Tabla 23. Resultados de correlacion entre genotipo y niveles de proteina para MBL en
pacientes y testigos.

Rho de Spearman P
Testigos 0.831 0.0001
Pacientes 0.907 0.0001

Para IL-8 (A/A n=6 testigos y 1 paciente; T/A n=6 testigos y 5 pacientes; T/T n=5 testigos
y 5 pacientes) se graficd los niveles de proteina y genotipo (figura 23). No se observaron

tendencias en los niveles de proteina contra genotipo.
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Figura 23. Niveles de IL-8 (pg/mL) en suero/plasma de testigos y pacientes y genotipo.
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5.9 Niveles de proteinas en suero y plasma y fenotipo pulmonar en pacientes con FQ

El nimero de pacientes con resultados de ELISA para cada subgrupo de fenotipo pulmonar

fueron leve n=4, moderado n=6 y severo n=1, por lo que no fue posible realizar pruebas

estadisticas. Se grafico los niveles de citocinas en plasma/suero para cada grupo (figura 24),

las cuales no muestran tendencias de acuerdo al fenotipo pulmonar.
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Figura 24. Grafica de medianas de las concentraciones séricas de las proteinas (A:
MBL, B: IL-8, C: TNFa, y D: AAT) contra fenotipo pulmonar de los 11 pacientes con
FQ analizados, clasificados como leve (n=4), moderado (n=6) y severo (n=1). Como
referencia, se muestra los valores de mediana para los testigos (n=16).
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5.10 Analisis de supervivencia

Empleando los datos de fecha de diagnoéstico, edad actual y edad de fallecimiento (en los
casos pertinentes), se construyeron curvas de supervivencia de Kaplan-Meier. La
enfermedad pulmonar severa presenta una influencia significativa (p=0.00555, figura 25A)
en la sobrevida. La linea celeste muestra que cuando la enfermedad pulmonar severa se
encuentra presente, la sobrevida es menor a los 12 afios a partir del diagnostico de FQ;
mientras que no existe diferencia en presentar cuadro pulmonar leve o moderado. El estado
socioeconémico parece tener mayor influencia en la sobrevida: (p <1X107, figura 25B),
pues la linea morada muestra una marcada influencia del estado socioeconémico bajo para

una sobrevida menor a 12 afios a partir del diagndstico de FQ.
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Figura 25. Graficas de Kaplan Meier que muestran la influencia de la enfermedad
pulmonar (A) y el estado socioeconémico (B) en la supervivencia de los pacientes. En
la figura 25A, la linea celeste mostré el comportamiento del fenotipo pulmonar severo (p=
0.0055). Para la figura 25B, la linea morada mostré una marcada influencia del estado
socioecondomico bajo para una sobrevida menor a 12 afios.
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Para Insuficiencia pancreatica, Infeccion recurrente con P. aeruginosa y B. cepacia, a pesar
que se observd una tendencia no existid influencia estadisticamente significativa en la

supervivencia. Para enfermedad hepatica (EH) esta tendencia nose observo (figura 26).
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Figura 26. Graficas de Kaplan-Meier para insuficiencia pancreatica (A), enfermedad
hepatica (B), P.aeruginosa (C) y B. cepacia (D). No se observd influencia
estadisticamente significativa.

Para los polimorfismos de los genes modificadores, el andlisis estadistico no mostrd
diferencias significativas entre la sobrevida y los genotipos combinados de las diferentes
variantes del exon 1 de la MBL (figura 27). Aunque no existen diferencias estadisticamente

significativas, para el genotipo A/D (figura 27A, linea morada, n=3) se observa una

tendencia a disminuir la sobrevida a menos de 5 afios a partir del diagndstico, pues dos
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pacientes fallecieron y el tercero estd aun dentro del periodo de 5 afos del diagnéstico. En

los otros genotipos s6lo se tuvo un paciente.

Grifica de supervivencia Grafica de supervivencia
A Factor: MBL D52 B Factor: MBL BS4
. p=0.104 e p=0.808
o -]
< o
w @
o o
t -
L= o
™ o
o o
o o
< ] I 1 I <
0 5 10 15 20 0 5 10 15 20
Afios
C : o
Grafica de supervivencia
Factor: MBL C57

o p=4.24e-10_

|
o |
1
=
w0
=13
ais i
< —%— AJA:39
o Jlx acii
> 1 I I I

0 5 10 15 20
Afos

Figura 27. Graficas de Kaplan-Meier para las variantes de MBL2. Aunque no
existieron diferencias estadisticamente significativas, para el genotipo A/D (27A, n=3) se
observé una tendencia a disminuir la sobrevida a menos de 5 afios a partir del diagndstico.
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6. DISCUSION
Este proyecto fue propuesto con la finalidad de contestar la interrogante: ;Qué factores
genéticos y clinicos ejercen influencia en el fenotipo pulmonar de la FQ?. El encontrar
factores genéticos de riesgo permitiria tres cosas:

a) Comprender el proceso fisiopatologico de la FQ y los mecanismos que estan
involucrados en el progreso de la enfermedad.

b) Determinar un perfil de riesgo. Aquel paciente con diagndstico de FQ que ademas
presente las variantes de riesgo, seria candidato a seguimiento cuidadoso y
tratamiento profilactico temprano, a fin de retardar o evitar las manifestaciones mas
severas de la enfermedad.

c) Disefio de terapias. Para las variantes que producen un exceso de proteina que
agrava el cuadro inflamatorio, se pueden administrar antagonistas, como para TNFa
(Volpini, 2003). En el caso de las variantes que producen cantidades de proteina
reducidas, como MBL, se puede administrar la proteina de manera recombinante
(Garred et al, 2002; Kilpatrick, 2003; Summerfield, 2003).

La FQ es la enfermedad hereditaria mas comun en caucésicos. En Europa y EUA, existen
redes de grupos de estudio, en los cuales se intercambia informacion acerca de su
fisiopatologia, incluyendo las teorias del funcionamiento del receptor mutante, el reporte de
nuevas mutaciones, la evaluacion de los paneles diagnodsticos actuales, los mecanismos de
enfermedad de infecciones oportunistas como P. aeruginosa, estudios en modelos
animales, y por supuesto se proponen nuevos genes modificadores candidato para su
estudio. Las conferencias anuales norteamericana (http://www.nacfconference.org/) y

europea (www.europeancfconference.org) de FQ son una prueba de su importancia en la
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Salud Publica. Sin embargo, no se debe considerar a la FQ una enfermedad unicamente de
caucasicos. Los mexicanos somos producto del mestizaje (Cerda-Flores et al, 2002), y
debemos considerar a la FQ como un problema de salud.

Con la idea clara de que tenemos un amplio espectro de posibilidades, la busqueda de otros
factores que contribuyan al cuadro clinico de la FQ no es facil. Las revisiones
bibliograficas nos muestran la gran cantidad de estudios al respecto. Algunos que
seleccionamos hasta la fecha siguen siendo considerados como importantes, como son
MBL, TNFa y AAT. Curiosamente IL-8 no habia sido evaluada hasta un articulo publicado
recientemente (Hillian et al, 2008).

Algunos genes y sus analisis se descartan por no ser reproducibles en otras poblaciones, sin
considerar que la diversidad genética puede influir en los estudios de asociacion ademas del
disefio y las condiciones del estudio. Se demostré que separar los grupos de estudio en
nifios y adultos proporciona conclusiones muy diferentes que el grupo en total (Buranawuti
et al, 2007).

En nuestro pais existen muy pocos reportes cientificos de FQ en mexicanos: 20 articulos de
1989 al 2008, y no existen reportes de genes modificadores en la poblacidn mexicana ni
hispana. Los genes modificadores seleccionados y sus respectivas mutaciones presentan
reportes en otras poblaciones y permitirian comparar con nuestros resultados.

La metodologia de PCR-RFLP una vez estandarizada es reproducible, y tiene la ventaja de
que permite trabajar desde una hasta varias docenas de muestras, evitando gastos
innecesarios de materiales y reactivos. No descartamos en un futuro trasladarla a técnicas
mas modernas como tiempo real y microarreglos de SNPs. Estos podrian proporcionar mas

informacion, pero los costos son elevados para ofrecerse como servicio a pacientes que en
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su mayoria no poseen los recursos, pero por otro lado, proporcionaria valiosa informaciéon

si se realizara como un nuevo proyecto de investigacion.

6.1 Establecimiento de un banco de datos de pacientes con FQ y de DNA de
pacientes y testigos
De acuerdo a la pagina de la asociacion Mexicana de Fibrosis Quistica A.C. (AMFQ),
Alrededor de 400 nifios nacen cada afio en México con FQ, sin embargo, con los recursos e
infraestructura actuales, solamente el 15% de ellos son diagnosticados con vida. El resto
fallece antes de cumplir los 4 afios de edad por complicaciones respiratorias y desnutricion.
Se cree que existen actualmente en México alrededor de 6,000 nifios con FQ los cuales no
tienen acceso a un tratamiento especializado (www.fibrosisquistica.org.mx). En la localidad
del noreste de México, la Asociacion Regiomontana de Fibrosis Quistica A.C. (ARFQ), que
canaliza pacientes al CEPREP y fundada en 1999, a la fecha tiene registrados 190 pacientes
(http://fibrosisqmonterrey.org/). Sin embargo, existen pacientes que no han sido
canalizados a la institucion o que no han recibido el diagnéstico de FQ. EI CEPREP es la
unidad regional especializada para FQ, pero no todos los pacientes con FQ asisten a él.

Aquellos que cuentan con IMSS son atendidos en dicha institucion.

Procedencia de los pacientes. Tomando en cuenta los criterios de inclusion y de exclusion
y una vez descartados aquellos pacientes que fallecieron poco después de nacer y los que
después de su diagndstico no regresaron a tratamiento y seguimiento, se recolectaron los
datos clinicos de 40 pacientes con FQ. Es un nimero adecuado de pacientes considerando

que el registro de la ARFQ es de 190 pacientes en casi 10 afios, y de ellos alrededor de 100
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realizaron su seguimiento en el CEPREP (datos proporcionados por la Dra. Bustamante). El
95% de ellos naci6 en el Noreste de México. Dos proceden de otras regiones como Oaxaca

y Querétaro, que se vinieron a vivir a Nuevo Ledn.

Edades de diagndstico y fallecimiento. El rango de edades de diagndstico fue bastante
amplio (0-34 afios, promedio 5.1 y mediana de 3). Catorce (35%) de los pacientes fueron
diagnosticados a una edad igual o inferior al afio. Para la edad de fallecimiento se observo
de igual manera un amplio rango de distribucion (2-38 afos, promedio 11.8, mediana y
moda de 8). Existen picos en diagnostico a los 1y 5 afios, asi como de fallecimiento a los 8
afos. Se asume que la expectativa de vida en paises como el nuestro es baja. Un estudio
multicéntrico en 30,469 pacientes del periodo 1982-1998, mostrd entre otros resultados,
que el simple hecho de ser hispano estd asociado con un alto riesgo de muerte (O'Connor et
al, 2002). En 1989 la sobrevida fue de 27 afios para EUA y de 32 afios para Canada,
mientras que de 1982 a 1988 la media de supervivencia fue de 6 afios en el Registro Latino
Americano. Lamentablemente debido al inadecuado registro y seguimiento de los pacientes
no se tiene la expectativa de vida como en otros paises (Torres-Vela, 2002). Segun la
AMFQ, con los recursos ¢ infraestructura actuales los pacientes alcanzan en promedio una
sobrevida de 12 afos (www.fibrosisquistica.org.mx). Sin embargo, en este estudio los
expedientes clinicos muestran pacientes diagnosticados en una infancia temprana que en
estos momentos ya alcanzaron la adultez en condiciones estables. También se
diagnosticaron pacientes tardiamente en etapas muy avanzadas de la enfermedad. Por

ejemplo, una paciente que fue diagnosticada a los 34 afios con un genotipo homocigoto
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AF508. Ella permanecié desde su diagnodstico con tratamiento y seguimiento cuidadoso y

fue candidato a transplante de pulmon. Fallecio durante la etapa de escritura de esta tesis.

Grado de enfermedad pulmonar. Nuestro grupo de pacientes tuvo representacion en los tres
grupos de clasificacion de fenotipo pulmonar leve, moderado y severo. Este parametro fue
muy importante de establecer ya que los grados de correlacion entre variables y fenotipo

pulmonar se establecieron una vez definida esta clasificacion.

P. aeruginosa y B. cepacia. En este trabajo la infeccion por B. cepacia se present6 una vez
que la infeccion con P. aeruginosa se establecio. Esta descrito que una vez establecida la
infeccion con P. aeruginosa, su erradicacion se hace imposible y la enfermedad pulmonar
se agrava con el tiempo, por lo que al complicarse con B. cepacia el pronostico empeora y
en muchos casos desencadena la muerte del paciente. Se ha comprobado que los
organismos identificados como B. cepacia forman un grupo muy heterogéneo y constituyen

un complejo de 11 especies fenotipicamente similares (LiPuma, 2001).

Insuficiencia pancredtica. En este estudio se encontrd IP en el 90% de los pacientes, como
se ha reportado en las estadisticas de otros paises (Cutting, 2005). Virtualmente todos los
pacientes con FQ manifiestan anormalidades en la funcién pancredtica exdcrina.
Aproximadamente el 85 al 90% de los pacientes requieren suplementacion con enzimas

pancreaticas (Welsh et al, 2001).
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Enfermedad hepatica. En este estudio, encontramos 7 pacientes con enfermedad hepatica
(17.5%), con un rango de edades de 1 a 13 afios, donde 3 de ellos fallecieron. Un estudio en
241 pacientes canadienses mostro una prevalencia del 18, 29, y 41% después de 2, 5y 12
afnos de seguimiento, respectivamente. Ademas no se relaciono al tipo de mutaciones en el

RCTFQ (Lamireau, 2004).

Cor pulmonale. La mitad de los pacientes de este trabajo presentd Cor pulmonale, lo que
indica un avanzado estado de afectacion de la capacidad pulmonar y cardiaca. Aunque el
Cor pulmonale estd descrito dentro del cuadro pulmonar severo de FQ, practicamente no
hay estudios en esta area pues no se encontraron referencias bibliograficas. Se define Cor
pulmonale como el estado de hipertrofia del ventriculo derecho originado por diferentes
enfermedades que alteran la funcion o estructura de los pulmones (Martinez, 2003). EI Cor
pulmonale como complicacion de FQ fue divulgado desde 1951. Se ha reportado de un
15% a un 46% de pacientes con FQ de edad igual o mayor de 15 afos, con falla en el

ventriculo derecho, por 1o menos dos semanas antes de su muerte (Gotz et al, 1989).

Banco de DNA de pacientes y testigos. Como se ha comentado antes, el porcentaje de
pacientes detectados por clinica y positivos por diagnostico molecular es bajo sin contar
que muchos de ellos han fallecido, por lo cual el banco de DNA de pacientes es muy
valioso. En la medida que sea posible, los DNA seran empleados en nuevos estudios
encaminados a entender la FQ, con la debida aprobacién de los pacientes que asi lo deseen
y previo dictamen del comité de ética de la institucion donde se lleve al cabo dicho trabajo.

El banco de DNA de los 104 testigos también podra ser empleado en estudios de otros
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genes modificadores y para nuevos proyectos, al igual que las muestras de suero, plasma y
esputo en estudios de protedmica, previo aviso a las personas que donaron su muestra. Con
la ayuda de la clinica de FQ del Children’s Hospital en Denver, Colorado EUA, que
proporcion6 el protocolo de procesamiento y almacenamiento a -80°C de muestras de

esputo, se implement6 el banco de esputo procesado en la UDM a partir de esta tesis.

6.2 Determinacion del perfil de frecuencias de mutaciones en RCTFQ

Las frecuencias alélicas obtenidas y las reportadas en otros estudios en mexicanos,
poblaciones hispanas y caucésicas, se presentan en la tabla 24. Aunque se conocen mas de
1500 mutaciones, el nimero de mutaciones causantes de enfermedad podria ser mas bajo.
Algunas mutaciones como la 1148T, a pesar que estdn incluidas en los paneles de
diagnodstico, no se consideran como un alelo causal, sino que forman parte de alelos
complejos, es decir, se co-segregan junto con alelos como 3199del6 o 3395insA y, son

estos ultimos aparentemente los causantes de enfermedad (Claustres et al, 2004).
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Hasta el momento existen ocho reportes de 1992 al 2008 sobre mutaciones en RCTFQ en
poblacion mexicana. Los mads recientes estan centrados en mutaciones especificas (Flores-
Martinez et al, 2008; Laguna et al, 2008) y dos son importantes como referencia para el
analisis de mutaciones (Orozco et al, 2000; Villalobos-Torres et al, 1997). Existe un reporte
mas reciente presentado en el XXXII Congreso Nacional de Genética Humana (Y okoyama-
Rebollar et al, 2007). Los tipos de estuches comerciales empleados, que varian entre 16, 24,
33 y 36 mutaciones, la tecnologia empleada en el diagndstico, ademas de los criterios
establecidos para incluir los pacientes pueden haber influido en las estadisticas previamente
reportadas para hispanos, mexicanos y otras poblaciones (tabla 24).

En este trabajo de tesis, la frecuencia del alelo AF508 fue del 60%. Esto es mayor que la
reportada anteriormente (45%) por el mismo grupo de trabajo en poblacion Mexicana
(Villalobos-Torres et al, 1997). Ellos analizaron 40 pacientes mexicanos provenientes de
Monterrey, Guadalajara y Puebla con un estuche comercial de hibridacion con sondas ASO
de 16 mutaciones (Roche) mientras que el nuestro es de 36.

Nuestra frecuencia del alelo AF508 es similar a los dos reportes del Centro de México
(Orozco et al, 2000; Yokoyama-Rebollar et al, 2007; 54.5 y 59% respectivamente). Orozco
et al 2000 analizaron 97 familias sin especificar origen geografico, 12 mutaciones mediante
diversas técnicas como mutagénesis sitio-dirigida por PCR, y PCR-RFLPs, y los alelos no
identificados por polimorfismo conformacional de cadena sencilla (SSCP), heteroduplex, y
secuenciacion. Yokoyama-Rebollar et al, 2007 actualizaron el trabajo de Orozco ¢
incluyeron nuevos pacientes de Sonora y Puebla, ademas de que emplearon el estuche de

36 mutaciones de este trabajo.
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Con respecto a las demas poblaciones, la frecuencia AF508 es similar a la reportada para
espaioles, caucdsicos y la estadistica mundial (www.genet.sickkids.on.ca/cftr/, McKone et
al, 2003; Alino-Pellicer et al, 2003).

En hispanos, los reportes de la frecuencia del alelo AF508 van del 29 al 46% (Grebe et al,
1994; Sugarman et al, 2004; Schrijver et al, 2005). Grebe et al, 1994 analizaron 23
mutaciones en pacientes hispanos del sur de California y del suroeste de EUA. Emplearon
técnicas individuales para cada mutacion reportados por diversos autores. Sugarman et al,
2004 analizaron hispanos residentes de EUA sin especificar los criterios de clasificacion,
provenientes principalmente de California, Nueva York y Texas. Utilizaron un panel de 187
mutaciones mediante hibridacion con sondas ASO. Shrivjer et al, 2005 analizaron pacientes
auto identificados como hispanos, donde 49 de 257 estudiados tuvieron mezcla racial
(extraccidn espafiola o portuguesa, americano-mexicano, centroamericano, meridional, y
del Caribe). Utilizaron la prueba Ambry para FQ mediante el analisis electroforético del
gradiente temporal de temperatura (TTGE) seguido de secuenciacion.

En Caucasicos, el consorcio reporta las estadisticas globales respecto a un panel de las 24
mutaciones mas frecuentes a nivel mundial. McKone et al, 2003 analizaron con un panel de
24 mutaciones a 17,853 pacientes provenientes del Registro Nacional de la Fundacion de
FQ de EUA, por el periodo comprendido entre 1991-1999. Alino-Pellicer et al, 2003
reportaron las estadisticas de la poblacion espaiola pero no el método empleado.

En este trabajo observamos que en 83% de los pacientes con FQ presentaron la mutacion
AF508 en uno o ambos alelos. Esta alta frecuencia sugiere hacer primero el analisis de la
mutacion AF508 mediante otras técnicas mas sencillas econdmicas como PCR vy

electroforesis, en pacientes con cuadro clinico sugestivo de FQ y prueba de electrolitos en
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sudor con resultados positivos o dudosos. En caso de resultar negativo, considerar el
estudio de las 36 mutaciones mediante el estuche comercial.

En este estudio se diagnosticaron ademds 10 mutaciones diferentes a AF508, lo cual
corresponde al 16% de los cromosomas analizados. Las frecuencias de los alelos G542X,
R1162X y R334W reflejan la influencia espafiola sobre nuestra poblacion. Para las
mutaciones S549N y 2789+5G—>A la federacion espaiiola de FQ no tiene reporte de
frecuencias. Para S549N nuestro resultado es del 3.1%, mas alta que la reportada
anteriormente (1.25%) por el mismo grupo de trabajo en poblacion Mexicana (Villalobos-
Torres et al, 1997) y el reporte reciente del centro de México (Yokoyama-Rebollar et al,
2007; 2.1%). En otros grupos de hispanos y en caucésicos, asi como en la estadistica
mundial, la frecuencia reportada es menor al 1%, al igual que para 2789+5G—>A. Esto
parece indicar que dentro de la poblacion hispana, estas dos mutaciones son mas frecuentes
en mexicanos que en otras comunidades. Dado que no estd descrita la poblacion de origen
de la mutacion, es dificil explicar su prevalencia. En particular, en el caso homocigoto
S549N se sabe que existe consanguinidad.

Un 25% de los alelos permanecid sin identificar. Debido a esto, es importante realizar
pruebas menos costosas en nuestro pais y de ser posible, el tamizaje del gen completo.

Es indispensable detectar las mutaciones desconocidas propias de nuestro grupo étnico,
como las que se han reportado previamente (Orozco et al, 2000). Los analisis descritos para
este trabajo ayudardn a coadyuvar la carencia de pruebas moleculares que puedan de una
forma rdpida y barata, hacer una correlacion entre la frecuencia de las mutaciones y la

poblacion blanco que est4 presentdndose a la consulta.
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Ademas de lo anterior, se piensa que pacientes con FQ son diagnosticados erroneamente.
Sintomas como tos, dificultad para respirar y disnea en nifios y adultos, pueden ser
ocasionadas por FQ, asma, alergia, infeccion por Bordetella pertussis, disquinesia ciliar
primaria, anormalidades de vias aéreas, bronquitis, etc. (Weinberger y Abu-Hasan, 2007;
Slaughter, 2007). Esto representa no solo un mal diagndstico, sino ademéas un perjuicio al
paciente, dado que los signos y sintomas se agravan con el tiempo por la falta de un
tratamiento adecuado. Finalmente, el paciente enfermo con FQ no tendrd una calidad de

vida adecuada.

6.3 Comparacion de las frecuencias alélicas y genotipicas de genes modificadores en
pacientes y testigos
Una revision de los ultimos meses sobre genes modificadores, nos muestra que su estudio
esta siendo aplicado a areas como enfermedad de Huntington (Weydt et al, 2009), cancer
colorrectal no poliposo (Scott y Lubinski, 2009), cancer de mama (Ripperger et al, 2008),
hipertension pulmonar arterial (Fujiwara et al, 2008), carcinoma hepatocelular (Feo et al,
2008), desorden depresivo mayor (Ruhe et al, 2009), Alzheimer (Bertram et al, 2008),
diabetes autoinmune (Parry y Brooks, 2008), esclerosis multiple (Caillier et al, 2008),
ateroesclerosis (Seidelmann et al, 2008), asma (Smith et al, 2008) y rifidon poliquistico
(Stefanakis et al, 2008), entre otros. Sin embargo, FQ sigue siendo la enfermedad genética
donde se han abordado un mayor numero de genes candidato, por su variabilidad
fenotipica, debido a que se observa constantemente en los tltimos afios el estudio de genes
modificadores. Esto es debido a la incapacidad de explicar dicha variabilidad

principalmente en el fenotipo pulmonar con el gran nimero de mutaciones detectadas.
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En este trabajo, de acuerdo a una extensa revision bibliografica, se seleccionaron cuatro
citocinas para el andlisis de genes modificadores. Para tratar de correlacionar los
polimorfismos de los genes modificadores con la enfermedad, debemos de empezar a
analizar las diferentes tablas de frecuencias, lo cual nos llevara a concluir si dichos
polimorfismos son relevantes o no como factores de riesgo asociados a FQ en la muestra de
los pacientes del noreste de México.

Las tablas de frecuencias alélicas y genotipicas en las bases de datos de SNPs para
poblacion normal de distintos grupos étnicos se incluyeron en el Anexo 8§
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/). Podemos observar que en la mayoria de los casos,
nuestras frecuencias son similares a las reportadas en otras poblaciones, por lo que se
deduce que no ha existido un desequilibrio en la segregacion de dichos alelos que

favoreciera el aumento del polimorfismo variante.

6.3.1 Comparacion de frecuencias de MBL2 con otros reportes en testigos y
pacientes con FQ.

No se encontraron diferencias significativas entre las frecuencias de cada uno de los
genotipos de MBL analizados entre pacientes y testigos. Las frecuencias para ambos grupos
son similares a otros reportes en pacientes con FQ y testigos de acuerdo a la tabla 25,
excepto para la frecuencia del genotipo A/B, la cual se encontré marcadamente elevada en
pacientes mexicanos respecto a las otras poblaciones (33.8 contra 18.3 en promedio). Esto
parece indicar un desequilibrio en la transmision del alelo mutante. La frecuencia del
genotipo A/A en testigos es similar a Dinamarca, y mayor que la reportada en EUA,

Bélgica y Suecia, mientras que en pacientes la frecuencia de nuestro trabajo es menor en
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todos los casos. La frecuencia del genotipo A/O en testigos es menor a los reportes
presentados en la tabla 25 y en pacientes es ligeramente mayor excepto en Bélgica.
Finalmente, la frecuencia del genotipo O/O en todos los reportes es baja (menor o igual al
9%).

Tabla 25. Comparacion de frecuencias de genotipos para MBL2 en pacientes con FQ
y testigos de diferentes poblaciones.

Grupo A/A | A/B|A/IC|A/D | A/O|B/B|B/C|B/D|C/D|D/D|O/O | Autor y poblacion

Pm=81) |57.5|33.8|38 |25 |388]|25 1.3 {00 | O 3.8 | Este trabajo

T 0=104) | 61.2 | 223 | 49 | 10.8 | 314 3 9 2 0 2.0 [ 1.0 0 7.7

P(n=149) | 64.4 | 17.8 | 2.1 | 13.0 | 32.9 - 2.7 | Garred et al, 1999b
T (n=250) | 62.8 | 19.2 | 5.2 | 10.0 | 344 - 2.8 Dinamarca

ot | S8 %%\\\\\\\\\\ o | e

P(n=112) |58 |[18.8]09 36718 109 [09 [09 [09 [54 [Carlsson et al,
2005

T(@0=200) |58 |21 |1 35 (3000 |1 |1 |2 |7 Suecia

P,(n=101) | 62.4 \\ 8.7 NR o 1 89 | Buranawuti et al,
\ \\ 2007

P, 66.9 313 7 | usa

(n=115) \

P, (n=38) | 55.3 \\\ 31.6 \\\\ 3

T (n=127) | 55 \ \ s 0 P

P: pacientes, T: testigos, P,: pacientes nifios, P,: pacientes adultos, P, pacientes adultos fallecidos

6.3.2 Comparacion de frecuencias de IL-8 con otros reportes en testigos y
pacientes con FQ.

En este estudio no se encontraron diferencias estadisticamente significativas en las
frecuencias del polimorfismo -251A/T de pacientes y testigos. Es sorprendente que a pesar
de que IL-8 es una proteina con influencia significativa en el cuadro inflamatorio pulmonar,
s6lo existe un reporte de IL-8 en FQ (Hillian et al, 2008). La tabla 26 muestra ademas
resultados de reportes relacionados a otras enfermedades, incluyendo un estudio en
poblacion mexicana, indicando el nimero de muestras analizadas y el tipo de poblacion
estudiada. Nuestras frecuencias en testigos son similares a las reportadas por Garza-

Gonzélez, 2007 en el estudio de cancer gastrico en mexicanos, y a los valores reportados
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para enfermedad pulmonar moderada en pacientes con FQ (Hillian et al, 2008). En muchos

de los casos se reporta una mayor proporcion del alelo variante T respecto al alelo ancestral

A (tabla 26).

Tabla 26. Comparacion de frecuencias de genotipos para IL-8 -251 A/T en pacientes
con FQ y otras enfermedades, asi como testigos de diferentes poblaciones.

Grupos A/A A/T T/T Autor y poblacion

P (n=381) 16.5 51.9 31.6 Este trabajo

T (n=104) 18.6 49.0 324

P, (n=732) 29.7 48.2 27.1 Hillian et al, 2008

P, (n=380) 19.6 47.9 32,5 FQ, USA

P (n=122) 33.0 45.0 22.0 Arinir et al, 2005

T (n=385) 30.0 50.0 21.0 EPOC, Alemania

Py (n=207) 20.3 46.9 32.9 Garza-Gonzalez et al,
2007

Pe (N=78) 20.5 60.3 19.2 Cancer gastrico

T (n=189) 17.5 46.0 36.5 México

P, (n=313) 20.4 47.3 32.3 Puthothu et al, 2006

Prsv (n=133) | 19.5 54.9 25.6 Asmay RSV

T (n=268) 26.1 46.3 27.6 Alemania

P. pacientes, T: testigos, P,,: pacientes con FQ con cuadro pulmonar moderado, Ps: pacientes con
FQ con cuadro pulmonar severo, P,: pacientes con gastritis, P.,: pacientes con cancer gastrico, Pj:
pacientes con asma, Prgy: pacientes con virus sincitial respiratorio. Italicas: estudios no realizados
en FQ.

6.3.3 Comparacion de frecuencias de TNFa con otros reportes en testigos y

pacientes con FQ.

Se encontro6 diferencia estadisticamente significativa entre las frecuencias del polimorfismo
-308G/A de pacientes y testigos (X*: 6.3, p:<0.05). Se muestran reportes para TNFo -
308G/A relacionados a FQ, asi como a otras enfermedades (tabla 27), incluyendo un
estudio en poblacién mexicana, indicando el nimero de muestras analizadas y el tipo de
poblacion estudiada. Los reportes se enfocaron en la comparacion de subgrupos de

pacientes por lo que no incluyeron frecuencias en testigos. No encontramos el genotipo

TNF2/TNF2 en pacientes ni testigos, y en los reportes en pacientes mostrados la frecuencia
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reportada fue baja (0-5.3%). La frecuencia de TNF1/TNF2 fue menor en nuestros pacientes
comparados con los reportes de pacientes con FQ de otros paises. El reporte mas reciente
en poblacion mexicana (Vargas-Alarcon et al, 2006) present6 una frecuencia del genotipo
TNF1/TNF2 ligeramente mayor en testigos que las de nuestro trabajo (8.6 contra 5.8%
respectivamente).

Tabla 27. Comparacion de frecuencias de genotipos para TNFa-308G/A en pacientes
con FQ y testigos de diferentes poblaciones.

Grupos TNF1/TNF1 | TNF1/TNF2 | TNF2/TNF2 | Autor y poblacién

P (n=81) 82.5 17.5 0.0 Este trabajo

T (n=104) 94.2 5.8 0.0

P>7O%FEV1 (Il:57) 75.4 24.6 0 Hull y ThOIIlSOIl, 19988
P<7O%FEV1 (n=54) 85.5 12.7 1.8 Reino Unido

P,(n=101) 66.3 31.7 2 Buranawuti et al, 2007
P, (n=115) 73 23.5 3.5 USA

P.s (n=38) 71 23.7 53

Pe (n=84) 73.8 22.6 3.6 Sakao et al, 2002, Japon
Pspa (N=229) 86 12.7 1.3 Vargas-Alarcon et al, 2006
T (n=162) 91.4 8.6 0.0 Espondiloartritis, México

P: pacientes, T: testigos, P-7ovrevi: pacientes con FQ con FEV1>70%, Porevi: pacientes con FQ
con FEV1<70%, P,: pacientes nifios, P,: pacientes adultos, P,s: pacientes adultos fallecidos, Pe:
pacientes con EPOC, Pgp,: pacientes con espondiloartritis. Itdlicas: estudios no realizados en FQ.

6.3.4 Comparacion de frecuencias de AAT S/Z con otros reportes en testigos
y pacientes con FQ.

No se encontr6 diferencia estadisticamente significativa en las frecuencias las variantes S y
Z de pacientes y testigos. Los resultados de las frecuencias para AAT de este trabajo, asi
como reportes bibliograficos relacionados a FQ y a otras enfermedades, indicando el
nimero de muestras analizadas y el tipo de poblacion estudiada se muestran a continuacion
(tabla 28). Dichos reportes presentaron pacientes o subgrupos y no incluyeron frecuencias
en testigos. En este trabajo no encontramos los genotipos M/Z, S/S, S/Z ni Z/Z en pacientes

ni testigos. La frecuencia de este trabajo M/S (2.5%) es menor que los reportes mostrados
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en otros grupos de pacientes (5.1-10%). Esta baja prevalencia indica que es poco probable
que AATS y AATZ sean candidatos para genes modificadores en estudios de correlacion

en futuros estudios.

Tabla 28. Comparacion de frecuencias de genotipos para AATS Y AATZ en pacientes
con FQ y testigos de diferentes poblaciones.

Grupos Resultados Autor y poblaciéon
P (n=81) M/M: 97.5% M/S: 2.5% Este trabajo
T (n=104) M/M: 97.1% M/S: 2.9%

P (n=79, 7 fallecidos en la | MS: 5.1% (3 transplantados, 1 fallecido) | Mahadeva et al,
infancia y 72 transplantados)) | M/Z: 2.5% (1 transplantado, 1 fallecido) 1998a Inglaterra

P (n=716) M/M: 86% MS/SS/MZ: 14% Frangolias et al,
2003 Canada
Fe (n=193) M/M: 91% MS/SS: 9% Sandford et al,
M/M: 94% MZ: 6% 1999b
Fsi0 (N=73) M/M: 90% MS/SS: 10% EPOC, Canada
M/M: 100% MZ: 0%

P: pacientes, T: testigos, Fe: fumadores con EPOC, Fso: fumadores sin obstruccion. Italicas:
estudios no realizados en FQ.

6.4 Comparacion de los niveles de proteinas en suero/plasma y esputo de pacientes y
testigos.

En la prueba de ELISA para MBL, la presencia de mutaciones en el gen di6 como
consecuencia la union débil a la manosa debido a MBL pobremente oligomerizada, la cual
supone que se elimind mediante los lavados y no se detectd valor alguno en las muestras
analizadas. Adicionalmente, los valores encontrados por el fabricante en 108 muestras de
poblacion abierta danesa, van de 5 a 4798 ng/mL, con una media y mediana de 1056 y 833
ng/mL.

Para IL-8, el fabricante reporta la medicion de 34 muestras, las cuales presentaron valores
inferiores a 31.2 pg/mL. En el caso de TNFa, el fabricante reportd la mediciéon de 40

muestras, las cuales presentaron valores inferiores a 15.6 pg/mL. Finalmente, para AAT el
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fabricante reportd como valor normal en suero de 900-1800 mg/L. En los testigos, los
niveles se encontraron dentro de lo reportado por los fabricantes, excepto para AAT, en que
los valores fueron mayores.

Con todo lo anterior, en la tabla 29 se presenta una comparacion de nuestros resultados y
los reportados en la literatura. La mayoria de los estudios, mostraron el analisis de IL-8 y
TNFa en esputo, y su correlacion a infeccion con P. aeruginosa o B. cepacia. Nosotros
solo encontramos diferencias significativas para IL-8 pero no para TNFa en suero/plasma
de pacientes y testigos. Respecto a los niveles en esputo, la literatura mostrd algunas
diferencias las cuales puedieron deberse al método de recoleccion y procesamiento de
muestras, como se discutird enseguida, asi como los métodos de andlisis. Algunos trabajos,
incluyendo éste, realizaron un procesamiento bajo tiempos y temperaturas estrictos de
procesamiento, para la licuefaccion con ditiotreitol (DTT) a 37°C, con la finalidad de
reducir la extrema viscosidad de las secreciones y permitir una consistencia adecuada para
su manipulacion. Ademas se afiadieron inhibidores de proteasas para evitar la degradacion,
y se almacenaron en alicuotas a -80°C. Otros trabajos unicamente diluyeron con salina 1:5
y almacenan sin inhibidores de proteasas (Kelly et al, 2002). Sobre el analisis de
mediadores de fase fluida, los niveles en plasma y esputo de IL-8 y TNFa tendieron a ser

mas elevados en la paciente con cuadro pulmonar severo.
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Tabla 29. Comparacion de niveles de citocinas en plasma y esputo en pacientes con
FQ con otros reportes publicados.

Citocina | Plasma Esputo Referencia
IL-8 20.8 pg/mL (8.7-43.2) 124 ng/mL (50-317) Este estudio
IL-8 - 183 ng/mL (42-490) Ordonez et al, 2001
IL-8 --- 20 ng/mL (1.4-60) McGarvey et al, 2002
IL-8 - 641 pg/mL (305-1350) Infecc. PA Nixon et al, 2002
253 pg/mL (158-406) No infecc PA
IL-8 - 13.65 ng/mL (5.5-56.5) Jones et al, 2003
PA transmisible
IL-8 30 ng/mL +4 Xiao et al, 2005
IL-8 42.4 ng/mL +18.9 Infecc BC Downey et al, 2007
45.9 ng/mL £36.4 No infecc BC
TNFa 7.5 pg/mL (5.05-10.04) 25 pg/mL (2-105) Este estudio
TNFa --- 28 pg/mL (17-59) Ordonez et al, 2001
TNFa --—- 11 pg/mL (0-169.3) Jones et al, 2003
TNFa 74 pg/mL +31 Xiao et al, 2005
MBL 2272.6 ng/mL (0 a 4778) N.D. Este estudio
MBL 1442 ng/mL (379-2734) --- Carlsson et al, 2005
AAT 2,447 mg/L (337-4,863) 30 mg/L (0-127) Este estudio
AAT <2,400 mg/L --- Frangolias et al, 2003

PA: Pseudomonas aeruginosa, BC: Burkholderia cepacia, N.D. niveles no detectables

Debido a que la mayoria de los pacientes analizados presentaron alelos normales para todos
los genes modificadores analizados (ver tablas 19 y 20) no se pudo realizar pruebas de

correlacion de niveles de proteina y genotipo.

6.5 Correlacion entre los polimorfismos de genes modificadores, genotipo en
RCTFQ, variables clinicas y fenotipo pulmonar

Dentro de las variables clinicas, nosotros encontramos correlacion moderada con infeccion

por P. aeruginosa e IMC (rs moderada en el rango 0.5-0.7, elevada mayor a 0.7 y menos de

0.5 no se considera que existe correlacion). Los reportes indican que la colonizacion-

infeccion por P. aeruginosa se relaciona claramente con mayores indices de morbilidad y

mortalidad en el paciente con FQ. Se ha evidenciado un deterioro progresivo de la funcion

pulmonar y una disminucion de la supervivencia; ademds se ha comprobado que su
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adquisicion en edades tempranas influye negativamente en el pronostico de la enfermedad
(Gibson et al, 2003). Los pacientes colonizados por P. aeruginosa durante los primeros 5
afnos de vida tienen un riesgo mayor de mortalidad (2.6 veces) que el de los pacientes con
FQ no colonizados por este microorganismo. También se observan unos valores
significativamente mas bajos de FEV|, menor percentil de peso y aumento del nimero de
hospitalizaciones (Oliver et al, 2009).

No se establecid una correlacion entre los polimorfismos de los genes modificadores
analizados y el fenotipo pulmonar. Sin embargo, de acuerdo a las frecuencias de la variante
TNF1/TNF2, se presentd un riesgo relativo (OR= 3.43) en pacientes con FQ. Estudios
como el de Hillian, 2008 reportan una correlacion entre el alelo T de IL-8 -251 y varones,
con el cuadro pulmonar severo, y un efecto dominante o semi-dominante del alelo A y el
fenotipo moderado (n=737). Sin embargo, se desconoce el efecto de las variantes sobre el
promotor de IL-8. Dicho reporte presenta un ensayo de expresion empleando luciferasa
como gen reportero, mediante transfeccion transitoria en células 9HTEo™. La induccion
mediante una mezcla de citocinas, mostrd aumentos en ambas variantes A/T, siendo los
valores de la variante T de 2 a 3 veces mayores que la variante A. Un trabajo anterior,
(Hacking et al, 2004) mostr6 datos similares para el mismo experimento, sin embargo
cuando los niveles de transcritos endogenos se comparan en células epiteliales primarias, la
estimulacion con TNFa produce niveles marginales mas elevados del haplotipo que
presenta el alelo A.

Por otro lado, el tamafio de muestra, la etnicidad de la poblacion y el numero de pacientes

portadores de los genotipos variantes como en el caso de AAT, cuya frecuencia es muy baja
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(0 y 2.5% para MZ y MS), influye en la incapacidad de demostrar la correlacion entre
genes modificadores y fenotipos.

Se demostré una diferencia estadisticamente significativa en los niveles séricos de
pacientes contra testigos para IL-8. No se observo una correlacion entre el genotipo y los
niveles séricos de proteina. Los niveles de IL-8 en esputo son 10,000 veces mayores que en
suero, siendo mayores en la paciente con fenotipo severo (tabla 22). No se detect6 MBL en
esputo de pacientes, concordando con la ausencia de reportes de este tipo.

Las frecuencias de genotipo para MBL2 e IL-8 permitieron realizar un andlisis de
correlacion con los niveles de proteina detectada por ELISA, existiendo una alta
correlacion solo para MBL.

Para niveles de proteinas por ELISA no se observaron datos relevantes en relacion a AAT y
TNFa. El paciente No. 5 con fenotipo severo present6 los niveles mas altos de TNFa e IL-8
en esputo.

El nimero de muestras analizadas por ELISA no permiti6 realizar pruebas estadisticas entre
niveles de proteinas y fenotipo pulmonar por lo que solo se presentaron los resultados de
manera grafica. Los autores generalmente so6lo compararon los niveles promedio de

pacientes y controles, sin agrupar por severidad pulmonar (tabla 29).
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6.6 Graficas de supervivencia

En nuestra poblacion resultd evidente en primer lugar el estado socioeconomico, y en
segundo lugar la enfermedad pulmonar. Aunque P. aeruginosa y B. cepacia parecen estar
presentes sobre todo en etapas severas, no alcanz6 significancia estadistica. Otros reportes
han mostrado la influencia de los genotipos mutantes en MBL en FQ (Garred et al, 1999b
Buranawuti et al, 2007) por lo que en nuestro caso, la posible influencia del genotipo A/D y
en general de los genotipos mutantes de MBL debe ser evaluada en un mayor nimero de

pacientes.
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7. CONCLUSIONES
Se determind la frecuencia del alelo AF508, la cual fue del 60%. Ademas se
detectaron 10 mutaciones mas que constituyeron un 16%. Estas incluyeron G542X,
S549N, 2789+5G>A, 3849+10kb, G85E, R1162X, I148T, R334W, AIS07 y
L206W. Con estos resultados se alcanz6 un indice de deteccion de alelos del 70%.
Se encontré que las frecuencias de los polimorfismos de los genes modificadores
analizados en la poblacion del noreste de México estan en equilibrio de Hardy-
Weinberg.
Se observd una baja frecuencia del alelo AATS (1.2 y 1.4% para pacientes y
testigos respectivamente), y la ausencia del alelo AATZ, lo cual no permitié un
analisis de correlacion con la presencia de enfermedad.
Se presentd una alta frecuencia de los genotipos variantes de MBL2 e IL-8 (alelo O:
23.1 'y 233%; alelo -251T: 57.6 y 56.9%, para pacientes y testigos
respectivamente), sin embargo no se demostr6 dependencia con la enfermedad.
Se demostré la dependencia entre el genotipo TNF1/TNF2 y enfermedad y se
comportd como factor de riesgo, mientras que el genotipo TNF1/TNF1 se comportd
como factor de proteccion.
Se observo una diferencia estadisticamente significativa en los niveles de IL-8 en
suero de pacientes contra testigos y una elevada correlacion entre el genotipo y los
niveles de MBL en suero (0.907 y 0.831 en pacientes y testigos).
No se demostrd una correlacion entre los polimorfismos de los genes modificadores

analizados y la enfermedad pulmonar leve, moderada o severa.

102



Se establecio una correlacion moderada entre el fenotipo pulmonar e infeccion con
P. aeruginosa e indice de masa corporal (0.693 y 0.683).

Se presentd una influencia estadisticamente significativa de la enfermedad
pulmonar severa en la sobrevida (p=0.00555). Sin embargo, el estado
socioecondmico parecié ejercer mayor influencia (p <1X107).

Se concluyo de los resultados de este trabajo, que el andlisis inicial de la mutacion
AF508 en pacientes con sospecha de FQ sigue siendo la mejor opcion, debido a que
el 83% de los pacientes presentaron la mutacién en uno o ambos alelos. Para
severidad pulmonar es conveniente realizar un programa de control a pacientes con
infeccion por P. aeruginosa y bajo IMC; y para la sobrevivencia se debe considerar
la presencia de enfermedad pulmonar severa, estado sociocondémico bajo, y

posiblemente la mutacion D del gen MBL2.
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8. PERSPECTIVAS

Deseamos enfatizar la dificultad para el diagnostico y seguimiento de pacientes, lo cual
tiene como consecuencia un reducido namero de pacientes con diagnostico molecular y la
falta de expedientes completos. A pesar de contar con una unidad especializada para
atender a estos pacientes, existe el inconveniente de los costos del diagnostico, tratamiento
y seguimiento. De los resultados de este trabajo, se puede considerar de aplicacion
inmediata el analisis inicial de la mutaciéon AF508 en pacientes con sospecha de FQ. En
pacientes confirmados con FQ, considerar como factores de influencia en la severidad
pulmonar la infeccion por P. aeruginosa y bajo IMC, y para la sobrevivencia de los
pacientes, considerar a aquellos con enfermedad pulmonar severa y estado sociocondémico
bajo, asi como pacientes portadores de la mutacion D de MBL2. Ademas se debe
considerar el genotipo TNF1/TNF2, y poner especial atencion en los picos de edad de
fallecimiento.
Para continuar con este trabajo, nosotros recomendamos lo siguiente:

e Difundir en el area médica las caracteristicas y manejo de pacientes con FQ.

e Continuar recolectando muestras para analizarlas en una futura etapa.

e Para los genes modificadores, realizar estudios de expresion que permitan

comprender la relacion enfermedad, genotipo, niveles de RNA y de proteina.
e Disefar un estuche adecuado al perfil de mutaciones en nuestra poblacion.

e Realizar colaboraciones con otros grupos del pais y de otros paises.
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10. ANEXOS

Anexo 1. Protocolo de Analisis de mutaciones en el RCTFQ mediante
hibridacion con sondas ASO.

El estuche INNOLiPA CFTR36 es capaz de detectar las versiones normales y mutantes
siguientes: AF508, AI507, G542X, 1717-1G — A, G551D, R553X, R560T, Q552X,
W1282X, S1251N, 3905insT, N1303K, 711 + 1G — T, 1898 +1G — A, 1148T, 3120 + 1G
— A, 394delTT, G85E, E60X, 621 + 1G — T, R117H, 1078del T, R347P, R334W,
2143delT, 2183AA — G, 2184delA, 711 + 5G — A, 2789 + G — A, R1162X, 3659delC,
3849+10kbC — T y A455E, dele2,3, 3272-26A>G y 3199del6; ademas de los
polimorfismos 5T, 7T, 9T.

I. Reaccion de PCR

1. Se rotularon los tubos necesarios de acuerdo al nimero de pacientes que se va a
trabajar.
2. Se prepar6 el master mix como a continuacion se describe:

Sangre Sangre Cepillado bucal | Cepillado bucal

Parte 1 (PS1) | Parte 2 (PS2)| Parte 1 (PS1) | Parte 2 (PS2)
Reactivo
Agua Nx144ul |Nx144pul |Nx11.4puL Nx11.4puL
Amplificacion N x 6 uL Nx 6 uL Nx 6 uL Nx 6 uL
Bufer
Primer solution | N x 6 uL Nx6puL Nx6uL Nx6uL

(tapa amarilla) | (tapa verde) | (tapa amarilla) |(Tapa verde)
Taq Nx 0.6 uL N x 0.6 uL N x 0.6 uL N x 0.6 uL

(5 U/ul Taq) |(5U/ul Taq) |(5 U/ul Taq) (5 U/ul Taq)

N: No de pacientes + 1
El volumen por muestra sera de 27 y 24 uL respectivamente.

3. Se agrego6 27 (o 24, si era cepillado bucal) pL. del master mix a cada tubo, teniendo
cuidado de poner el mix correspondiente en el tubo correspondiente.
4.  Seagregd a cada uno 3 ul (0.1 a 1.5 pg) de DNA gendmico proveniente de sangre o 6

pL si se trataba de cepillado bucal (50 a 300 ng/pL, con una A260/A280 mayor a
1.5). Para los controles negativos se emple6 agua ultrapura estéril.
5. Se colocaron los tubos en el termociclador y se corri6 el siguiente programa de PCR:
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II.

Paso Accion Tiempo/Temp | No. de ciclos
1 Desnat. Inicial 15 min a 95°C 1
Se recomienda Hot Start
2 Amplificacion 1 min a 95°C 30
1 mina 57°C
1 min a 68°C
3 Extension final 10 min a 68°C 1

Almacenar a 4°C

Andlisis del producto amplificado en el gel de agarosa.

Se prepar6 un gel de agarosa al 2%

Se tomd 5 pL del producto amplificado y se mezcld con 1 pl de jugo azul 6X

Se colocaron las muestras en el gel de agarosa al 2% y se realizo la electroforesis a
100V durante 1 h (aproximadamente la mitad del gel).
Se sumergio el gel en una solucion de bromuro de etidio (2 pg/mL) durante 5 min. Se
lavd con agua corriente y se colocd en el transiluminador para observar las bandas

amplificadas.

Region PS16 pb
Intrén 10 491
Intrén 20 473
Intrén 16 460

Intrén 10/Exén 11 425

Exo6n 21 379

Exo6n 12 331

Exo6n/Intron 4 304
Exo6n 5 144
Region PS16 pb

Intron 8/Exo6n 9 495

Exén 17a 473

Intrén 19 425

Exo6n 19 411

Intron 17a/Exon 17b 395
Exo6n 7 341

Exo6n 2 328
Intron 14b 320
Exon 3 311

Exo6n 13 181
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III. Hibridacion

1.

IV.

N —

(98]

N —

e

Se calent6 un bafio de agua con agitacién a 47+0.5 °C. Se precalent6 la Solucion de
hibridacién (HS) y la solucién astringente de lavado (SW) en un bafio de agua a 37-
47°C. Se Mezcl6 hasta que los cristales se disolvieron.

Usando unas pinzas, se removio el nimero requerido de tiras CFTR 19 y CFTR17+Tn
y se marcaron con un lapiz.

Se agregd 10 pL de Solucion de desnaturalizacion (DS), 10 pL. de amplicon PS1 y 10
uL de amplicon PS2 en la esquina superior de cada carril por duplicado para cada
paciente y se mezclo por pipeteo.

Se mezclo la solucion HS previamente calentada y se afiadié cuidadosamente 2 mL al
producto amplificado desnaturalizado en cada carril. Se mezcld suavemente por
movimiento circular cuidando de no contaminar los carriles vecinos.

Se coloc6 inmediatamente la tiras marcadas con el lado marcado hacia arriba en su
carril correspondiente (CFTR 19 en un carril y CFTR17+Tn en el segundo carril). Las
tiras debieron estar completamente sumergidas en la solucion.

Se coloco la charola en el baio de agua con agitacion a 47+0.5 °C a 80 r.p.m., se tapd
y se incubd por 90 min (la charola debio estar 1/3 a 2 sumergida en el agua, e
inmovilizada la charola con algo pesado para que no flote).

Lavado astringente

Se saco la charola, se inclind ligeramente y se aspird con vacio.

Se afiadi6é 2 mL de solucion de lavado astringente SW precalentada en cada carril y se
enjuagd y se mezclé por movimiento circular lateral 10- 20 seg a temperatura
ambiente.

Se aspiro la solucion de cada carril y se repitio este breve lavado una vez mas.

Se agregd 2 ml de SW precalentada en el bafio de agua y se incubd con agitacion a
47+0.5 °C a 80 rpm por 30 min.

Desarrollo del color

Las incubaciones subsecuentes fueron a 20-25 °C en una plataforma agitadora.

Se lavo cada tira con 2 mL de RS diluida 1:5 por 1 min. Se repitié este paso una vez
mas.

Se anadio 2 mL de solucion conjugado diluida a cada carril y se incub6 30 min en la
plataforma agitadora.

Se lavo cada tira con 2 mL de RS diluida 1:5 por 1 min. Se repitié este paso una vez
mas.

Se Lavo cada tira con 2 mL de buffer de substrato (SB) por 1 min.

Se afiadi6 2 mL de solucion de substrato diluida 1:100 (S, preparada 10 m antes de su
uso) a cada carril y se incub6 30 min en el agitador.
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7. Se aspird la solucion de sustrato. El desarrollo de color se detuvo lavando las tiras dos
veces en 2 mL de agua destilada con agitacion por 3 min.
8.  Se removio el agua con vacio. Usando pinzas, se removio las tiras de los carriles y se
colocaron sobre papel absorbente.
. Se dejo secar completamente. Se leyeron los resultados con ayuda de plantillas.
10. Se almacenaron las tiras en la oscuridad.

V. Interpretacion
Se determind el estado homocigoto normal, homocigoto mutante, heterocigoto compuesto,

0 una mutacion positiva con una segunda desconocida, mediante la presencia de lineas
purpura que concordaron con la plantilla correspondiente.

120



Anexo 2. Descripcion de las mutaciones detectadas en RCTFQ en este trabajo.

Mutacion Cambio Ex6n
Delecion de 3 pb
AF508_ entre 1652y 10
1655
G542X_ GaTen 1756 11
S549N GaAenl778 11
2789+ 5G Intrén
SA GaA 2789+5 14b
3849+ Intrén
10kbC >T CaT 19
G85E G aAent386 3
R1162X CaTen3616 19
1148T TaCen575 4
R334W CaTenl132 7
Delecion de 3 pb
AI507 entre 1648 y 10
1653
L206W TaGen749 6a

Consecuencia
delecion de Phe en 508

Gly a Alto en 542
Ser a Asn en 549

Defecto de procesamiento
del RNAm

Creacion de un sitio
aceptor de procesamiento
de RNAm

Gly a Glu en 85

Arg a codon de alto en
1162

Ile a Thr en 148
Arga Trp en 334

Delecion de 11506 6
11e507

Leu a Trp en 206

Autor y afio

Rommens et al.,
Riordan et al., Kerem
et al. 1989

Kerem et al. 1990
Cutting et al. 1990

Highsmith et al. 1990

Highsmith et al. 1994

Zielenski et al. 1991b

Gasparini et al. 1991

Bozon et al. 1994
Estivill et al. 1991

Kerem et al. 1990;
Schwarz et al. 1991

Claustres et al. 1993

Datos obtenidos de la pagina http://www.genet.sickkids.on.ca/cftr/

Poblacion

Espafiola

Espaifiola

Italianos

Franco-
canadiense
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Anexo 3. Protocolo de ELISA para MBL funcional

Los reactivos utilizados se sacaron de refrigeracion (4°C) antes de comenzar con el ensayo
para asegurar que al utilizarlos hubieran alcanzado la temperatura ambiente (20-25°C). Se
removieron del empaque el namero de tiras de pozos necesarias para el nimero de muestras
a ensayar. Las muestras de suero y plasma se diluyeron 1:100 en diluyente de muestra para
una primera lectura, y en caso de obtener lecturas fuera de rango se diluyeron
apropiadamente. Las muestras de esputo se analizaron directas y diluidas 1:5.

1.

SN

\© %

11.

12.

13.

A cada pozo se afiadieron 100 pL de suero, plasma, esputo o calibrador.

La placa se cubri6 e incubd durante 1 hora a temperatura ambiente (20-25°C) en
una plataforma de agitacion.

Después de la incubacion se aspird el contenido de cada pozo con ayuda de una
linea de vacio y lavo tres veces con 300 pL de tampdn de lavado diluido al 1X con
agua ultrapura. Se secd sobre toallas de papel después del ultimo lavado.

A cada pocillo de la placa se anadieron 100 pL del conjugado anti-MBL biotinilado
y se incubd durante 1 hora a temperatura ambiente en una plataforma de agitacion.
La placa se lavo como en el paso 3.

-A cada pozo se le afiadi6é 100 pL de estreptavidina-HRP (peroxidasa de rabano)

La placa se cubri6 e incubd durante 1 hora a temperatura ambiente en una
plataforma de agitacion.

La placa se lavoé como en el paso 3.

A cada pocillo de la placa se afiadieron 100 uL de TMB (tetrametilbencidina).

. Se incubd la placa durante 15 min a temperatura ambiente en la oscuridad,

cronometrando desde la primera adicion de TMB.

A cada pocillo de la placa se anadieron 100 pL de la solucion de paro en el mismo
orden y con los mismos intervalos de tiempo que para la adicion de TMB. Se
mezcld con agitacion suave por 20 seg. En los pocillos con MBL funcional
detectable el color cambi6 de azul a amarillo.

Antes de 30 min, se leyo la absorbancia de cada pocillo a una longitud de onda de
450 nm y utilizando un filtro de referencia de 630 nm.

Se construy¢ la curva de calibracion en el programa Excel.
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Anexo 4. Protocolo de ELISA para TNFa

Los reactivos utilizados se sacaron de refrigeracion (4°C) antes de comenzar con el ensayo
para asegurar que al utilizarlos hubieran alcanzado la temperatura ambiente (20-25°C). Se
removieron del empaque el namero de tiras de pozos necesarias para el nimero de muestras
a ensayar. Las muestras de suero y plasma se analizaron directas. Las muestras de esputo se
analizaron directas y diluidas 1:5 en diluyente RD6-35.

1.

2.
3.

XN

10.

11.

A cada pozo se afiadieron 50 pL de Diluyente de ensayo RDI1F, y posteriormente
200 pL de suero, plasma, esputo o calibrador.

La placa se cubrid e incub6 durante 2 horas a temperatura ambiente (20-25°C).
Después de la incubacion se aspird el contenido de cada pozo con ayuda de una
linea de vacio y lavé cuatro veces con 300 plL de tampon de lavado diluido al 1X,
secando sobre toallas de papel después del ultimo lavado.

A cada pozo se le anadi6o 200 pL de anti-TNFa-peroxidasa.

La placa se cubri6 e incubd durante 2 horas a temperatura ambiente.

La placa se lavé como en el paso 3.

A cada pocillo de la placa se anadieron 200 pL. de TMB (tetrametilbencidina).

Se incub6 la placa durante 20 min a temperatura ambiente en la oscuridad,
cronometrando desde la primera adicion de TMB.

A cada pocillo de la placa se afiadieron 50 pL de la solucidon de paro en el mismo
orden y con los mismos intervalos de tiempo que para la adicion de TMB. Se
mezcld con agitacion suave. En los pocillos con TNFa detectable el color azul
cambi6 a amarillo.

Antes de 30 min, se leyo la absorbancia de cada pocillo a una longitud de onda de
450 nm y utilizando un filtro de referencia de 570 nm.

Se construy¢ la curva de calibracion en el programa Excel.
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Anexo 5. Protocolo de ELISA para IL-8

Los reactivos utilizados se sacaron de refrigeracion (4°C) antes de comenzar con el ensayo
para asegurar que al utilizarlos hubieran alcanzado la temperatura ambiente (20-25°C). Se
removieron del empaque el namero de tiras de pozos necesarias para el nimero de muestras
a ensayar. Las muestras de suero y plasma se analizaron directas, y en caso de obtener
lecturas fuera de rango se diluyeron. Las muestras de esputo se analizaron directas y
diluidas 1:5 en diluyente RD6Z.

1.

2.
3.

i AN

10.

11.

A cada pozo se afiadieron 100 pL de Diluyente de ensayo RD1-85, y posteriormente
50 pL de suero, plasma, esputo o calibrador.

La placa se cubri6 e incub6 durante 2 horas a temperatura ambiente (20-25°C).
Después de la incubacion se aspird el contenido de cada pozo con ayuda de una
linea de vacio y lavo cuatro veces con 300 pL tampén de lavado diluido al 1X,
secando sobre toallas de papel después del ultimo lavado.

A cada pozo se le anadio 100 pL de anti-IL-8-peroxidasa.

La placa se cubri6 e incubo durante 1 hora a temperatura ambiente.

La placa se lavo como en el paso 3.

A cada pocillo de la placa se afiadieron 200 uL. de TMB (tetrametilbencidina).

Se incub6 la placa durante 30 min a temperatura ambiente en la oscuridad,
cronometrando desde la primera adicion de TMB.

A cada pocillo de la placa se afiadieron 50 pL de la solucidon de paro en el mismo
orden y con los mismos intervalos de tiempo que para la adicion de TMB. Se
mezcld con agitacion suave. En los pocillos con IL-8 detectable el color azul
cambid a amarillo.

Antes de 30 min, se leyo la absorbancia de cada pocillo a una longitud de onda de
450 nm y utilizando un filtro de referencia de 570 nm.

Se construy¢ la curva de calibracion en el programa Excel.
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Anexo 6. Protocolo de ELISA para AAT

Los reactivos utilizados se sacaron de refrigeracion (4°C) antes de comenzar con el ensayo
para asegurar que al utilizarlos hubieran alcanzado la temperatura ambiente (20-25°C). Se
removieron del empaque el namero de tiras de pozos necesarias para el nimero de muestras
a ensayar. Las muestras de plasma y suero se diluyeron 1:250,000 en tampo6n de lavado
diluido 1X, y las de esputo se analizaron directas y diluidas 1:5.

1.

Sl

A S SN

11.

12.

Se lavo cinco veces los pozos a utilizar con tampén de lavado diluido al 1X,
secando sobre toallas de papel después del ultimo lavado.

A cada pozo se afiadieron 100 pL de suero, plasma, esputo o calibrador.

La placa se cubrio6 e incubo durante 1 hora a temperatura ambiente.

Después de la incubacion se aspird el contenido de cada pozo con ayuda de una
linea de vacio y lavo como en el paso 1.

A cada pozo se le anadio 100 pL del conjugado anti-AAT-peroxidasa.

La placa se cubrio6 e incubo durante 1 hora a temperatura ambiente.

La placa se lavo como en el paso 4.

A cada pocillo de la placa se afiadieron 100 uL de TMB (tetrametilbencidina).

Se incubd la placa durante 15 min a temperatura ambiente, cronometrando desde la
primera adicion de TMB.

. A cada pocillo de la placa se afiadieron 50 pL de la soluciéon de paro en el mismo

orden y con los mismos intervalos de tiempo que para la adicion de TMB. Se
mezcld con agitacion suave. En los pocillos con AAT detectable el color azul
cambid a amarillo.

Antes de 30 min, se leyo la absorbancia de cada pocillo a una longitud de onda de
450 nm y utilizando un filtro de referencia de 630 nm.

Se construy¢ la curva de calibracion en el programa Excel.
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Anexo 7. Equilibrio de Hardy-Weinberg para los polimorfismos analizados en el

grupo de testigos.

MBL A/D
Genotipos Observado # Esperado #
Homocigoto de referencia: 93 93.2
Heterocigoto: 10 9.5
Homocigoto variante: 0 0.2
Frecuencia del alelo variante: 0.05
X° =] 0.268117451
Valor de P de la prueba X* = 0.604597 Con 1 grado de libertad
MBL A/B
Genotipos Observado # Esperado #
Homocigoto de referencia: 76 74.3
Heterocigoto: 23 26.3
Homocigoto variante: 4 23
Frecuencia del alelo variante: 0.15
X =| 1.651776236
Valor de P de la prueba X* = 0.198717 Con 1 grado de libertad
MBL A/C
Genotipos Observado # Esperado #
Homocigoto de referencia: 91 91.3
Heterocigoto: 11 10.4
Homocigoto variante: 0 0.3
Frecuencia del alelo variante: 0.05
X* =] 0.331337754
Valor de P de la prueba X° = 0.564872 Con 1 grado de libertad
MBL2 A/O
Genotipos Observado # Esperado #
Homocigoto de referencia: 63 60.6
Heterocigoto: 32 36.8
Homocigoto variante: 8 5.6
Frecuencia del alelo variante: 0.23
X* =] 1.762235397
Valor de P de la prueba X° = 0.184346 Con 1 grado de libertad




AATS

Genotipos Observado # Esperado #
Homocigoto de referencia: 101 101.0
Heterocigoto: 3 3.0
Homocigoto variante: 0 0.0
Frecuencia del alelo variante: 0.01
X* =10.022272457
Con 1 grado de
Valor de P de la prueba X* = | 0.881365 | libertad
TNF-308
Genotipos Observado # Esperado #
Homocigoto de referencia: 97 97.1
Heterocigoto: 6 5.8
Homocigoto variante: 0 0.1
Frecuencia del alelo variante: 0.03
X =] 0.0927
Con 1 grado de
Valor de P de la prueba X> =| 0.760772 | libertad
IL-8 -251
Genotipos Observado # Esperado #
Homocigoto de referencia: 19 19.0
Heterocigoto: 50 50.0
Homocigoto variante: 33 33.0
Frecuencia del alelo variante: 0.57
X* = | 6.26468E-05
Con 1 grado de
Valor de P de la prueba X> = | 0.993685 | libertad

1. S P <0.05 - no es consistente con el Equilibrio de Hardy-

Weinberg

2. No es exacto si hay<5 individuos en cualquier grupo de genotipo

Michael H. Court (2005-
2008)

www.tufts.edu/~mcourtO1/Documents/Court%201ab%20-%20HW%20calculator.xls
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Anexo 8. Comparacion de frecuencias alélicas y genotipicas de los genes
modificadores en diversas poblaciones

MBL2: B: rs1800450 Alelos C/T. Alelo ancestral: C

Poblacion Alelo C | Alelo T Genotipos Genotipos Genotipos
C|C C|T T|T
Controles del Noreste de México 0.85 0.15 0.0.738 0.223 0.039
CSHL-HAPMAP:HapMap-CEU 0.850 0.150 0.700 0.300 0.017
CSHL-HAPMAP:HapMap-HCB 0.867 0.133 0.733 0.267 0.044
CSHL-HAPMAP:HapMap-JPT 0.867 0.133 0.733 0.267 0.022
CSHL-HAPMAP:HapMap-YRI 0.992 0.008 0.983 0.017 0.000
PERLEGEN:AFD CHN PANEL 0.771 0.229 0.583 0.375 0.042
PERLEGEN:AFD EUR PANEL 0.854 0.146 0.750 0.208 0.042
SEQUENOM:CEPH 0.660 0.340
MBL2 C =rs1800451
Poblacién Alelos | Alelos T Genotipos Genotipos Genotipos
C C|C C|IT T|T
Controles del Noreste de México 0.96 0.04 0.913 0.087 0.000
APPLERA GI:AGI_ASP 0.821 0.179 0.641 0.359
population
CSHL-HAPMAP:HapMap-CEU 0.967 0.033 0.933 0.067
CSHL-HAPMAP:HapMap-HCB 1.000 1.000
CSHL-HAPMAP:HapMap-JPT 1.000 1.000
CSHL-HAPMAP:HapMap-YRI 0.725 0.275 0.517 0.417 0.067
SEQUENOM:CEPH 0.950 0.050
SNP500CANCER:AFR1 0.833 0.167 0.667 0.333
SNP500CANCER:CAUCI1 1.000 | unknown 1.000 unknown
SNP500CANCER:HISP1 0.957 0.043 0.913 0.087
SNP500CANCER:P1 0.951 0.049 0.902 0.098
SNP500CANCER:PACI 1.000 | unknown 1.000 unknown
MBL2 D =1rs5030737
Poblacién Alelos A | Alelos G Genotipos A|G Genotipos G|G
Controles del Noreste de México 0.05 0.950 0.097 0.903
APPLERA GI:AGI ASP population 0.051 0.949 0.103 0.897
CSHL-HAPMAP:HapMap-CEU 1.000 1.000
CSHL-HAPMAP:HapMap-HCB 1.000 1.000
CSHL-HAPMAP:HapMap-JPT 1.000 1.000
CSHL-HAPMAP:HapMap-YRI 1.000 1.000
SNP500CANCER:AFR1 0.021 0.979 0.042 0.958
SNP500CANCER:CAUCI1 0.097 0.903 0.194 0.806
SNP500CANCER:HISP1 0.043 0.957 0.087 0.913
SNP500CANCER:P1 0.044 0.956 0.088 0.912
SNPS00CANCER:PAC1 unknown 1.000 unknown 1.000
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1L-8 —251 A>T SNP (rs4073), Allelos A/T, Alelo ancestral: A

Poblacién Alelos | Alelos Genotipos Genotipos Genotipos
A T AJA A|T T|T
Controles del Noreste de México 0.43 0.57 0.186 0.490 0.324
KYUGEN:CP 0.420 0.580
KYUGEN:JPK2 0.340 0.660
PGA-UW-FHCRC:AAM_GENO_PANEL 0.734 0.266 0.548 0.371 0.081
PGA-UW-FHCRC:CEU_GENO_PANEL 0.400 0.600 0.167 0.467 0.367
PGA-UW-FHCRC:CHB_GENO_PANEL 0.389 0.611 0.111 0.556 0.333
PGA-UW-FHCRC:HSP_GENO_PANEL 0.500 0.500 0.246 0.509 0.246
PGA-UW-FHCRC:JPT_GENO_PANEL 0.271 0.729 0.029 0.486 0.486
PGA-UW-FHCRC:PGA-AFRICAN-PANEL 0.771 | 0.229 0.583 0.375 0.042
PGA-UW-FHCRC:PGA-EUROPEAN- 0.341 0.659 0.136 0.409 0.455
PANEL
PGA-UW-FHCRC:YRI_GENO_PANEL 0.825 0.175 0.667 0.317 0.017
PHARMGKB PARC:PA135270661 0.611 0.389
SHGC:R24 0.430 0.570
SNP500CANCER:AFR1 0.792 0.208 0.667 0.250 0.083
SNP500CANCER:CAUC1 0.435 0.565 0.290 0.290 0.420
SNP500CANCER:HISP1 0.478 0.522 0.217 0.522 0.261
SNP500CANCER:P1 0.539 0.461 0.366 0.347 0.287
SNP500CANCER:PAC1 0.478 0.522 0.304 0.348 0.348
TNFa-308 (rs1800629) Alelos observados: A y G. Alelo ancestral: G
Poblacién Alelos | Alelos | Alelos | Genotipos | Genotipos | Genotipos
(INDET) A G AJA AlG G|G
Controles del Noreste de México 0.04 0.96 0.0 0.06 0.93
CSHL-HAPMAP:HapMap-CEU 0.217 | 0.783 0.433 0.567
CSHL-HAPMAP:HapMap-HCB 0.044 | 0.956 0.089 0911
CSHL-HAPMAP:HapMap-JPT 0.022 | 0.978 0.044 0.956
CSHL-HAPMAP:HapMap-YRI 0.067 | 0.933 0.133 0.867
EGP_SNPS:AAM_GENO_PANEL 0.142 | 0.858 0.017 0.250 0.733
EGP_SNPS:CEU_GENO_PANEL 0217 | 0.783 0.433 0.567
EGP_SNPS:CHB_GENO PANEL 0.033 | 0.967 0.067 0.933
EGP_SNPS:HSP_GENO PANEL 0.033 | 0.967 0.067 0.933
EGP_SNPS:JPT_GENO_PANEL 0.022 | 0.978 0.044 0.956
EGP_SNPS:PDR90 0.075 | 0.925 0.025 0.100 0.875
EGP_SNPS:YRI_GENO PANEL 0.068 | 0.932 0.136 0.864
FHCRC:POPU1 0.050 0.100 | 0.850
ILLUMINA:CEU 0.217 | 0.783 0.433 0.567
ILLUMINA:CHB 0.033 | 0.967 0.067 0.933
ILLUMINA:JPT 0.023 | 0.977 0.045 0.955
ILLUMINA:YRI 0.061 | 0.939 0.123 0.877
KRIBB_YJKIM:KHP1 0.050 | 0.950 | unknown 0.100 0.900
PGA-UW-FHCRC:AAM_GENO_PANEL 0.123 | 0.877 0.018 0.211 0.772
PGA-UW-FHCRC:CEU_GENO_PANEL 0218 | 0.782 0.436 0.564
PGA-UW-FHCRC:CHB_GENO PANEL 0.033 | 0.967 0.067 0.933
PGA-UW-FHCRC:HSP_GENO_PANEL 0.019 | 0.981 0.038 0.962
PGA-UW-FHCRC:JPT_GENO_PANEL 0.023 | 0.977 0.047 0.953
PGA-UW-FHCRC:PGA-AFRICAN-PANEL 0205 | 0.795 0.045 0318 0.636
PGA-UW-FHCRC:PGA-EUROPEAN-PANEL 0.182 | 0.818 0.364 0.636
PGA-UW-FHCRC:YRI GENO_PANEL 0.068 | 0.932 0.136 0.864
PHARMGKB_PARC:PA135299591 0.107 | 0.893
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_viewTable.cgi?pop=4444
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_viewTable.cgi?pop=4127

AAT Glu264Val S “S”A1A rs17580 (rs455519139). Allelos: A/T, Alelo ancestral: A

Poblacién Grupo de No. De A/A | AT [HWP| A | T
individuos Cromosomas
Noreste de 0.971 | .029
Controles México 208 0.99 | 0.01
WIAF-CSNP-
MITOGPOP4 38 0.975 | 0.025
HapMap-CEU European 114 0.930 | 0.070 | 1.000 | 0.965 | 0.035
HapMap-HCB Asian 90 1.000 1.000
HapMap-JPT Asian 90 1.000 1.000
Sub-Saharan
HapMap-YRI African 120 1.000 1.000
CEPH 184 0.920 | 0.080
HapMap-CEU European 120 0.900 | 0.100 0.950 | 0.050
HapMap-HCB Asian 90 1.000 1.000
HapMap-JPT Asian 90 1.000 1.000
Sub-Saharan
HapMap-YRI African 120 1.000 1.000
Alfa 1 antitripsina alelo Glu342Lys “Z” (E366K) 1s28929474
Poblacién Alelos A Alelos T Genotipos AT Genotipos T|T
Controles del Noreste de México 1.000 1.000
CSHL-HAPMAP:HapMap-CEU 0.050 0.950 0.100 0.900
CSHL-HAPMAP:HapMap-HCB 1.000 1.000
CSHL-HAPMAP:HapMap-JPT 1.000 1.000
CSHL-HAPMAP:HapMap-YRI 1.000 1.000
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_viewTable.cgi?pop=523
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_viewTable.cgi?pop=523
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_viewTable.cgi?pop=1409
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_viewTable.cgi?pop=1410
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_viewTable.cgi?pop=1411
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_viewTable.cgi?pop=1412
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_viewTable.cgi?pop=1303
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_viewTable.cgi?pop=1409
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_viewTable.cgi?pop=1410
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_viewTable.cgi?pop=1411
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_viewTable.cgi?pop=1412
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_viewTable.cgi?pop=1409
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_viewTable.cgi?pop=1410
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_viewTable.cgi?pop=1411
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_viewTable.cgi?pop=1412

Anexo 9. Carta de consentimiento informado para pacientes

-

"U\CEPREP  {Q)

-

f—

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN UN ESTUDIO DE
INVESTIGACION

ESTUDIO: Anélisis de moduladores de la respuesta pulmonar inflamatoria en Fibrosis
Quistica

INSTITUCIONES PARTICIPANTES:

e (Centro de Biotecnologia Genomica (CBG). Escuela Nacional de Ciencias
Biologicas (ENCB), Instituto Politécnico Nacional (IPN).
Reynosa, Tamps.

e Unidad de Diagnostico Molecular (UDM). Depto. de Bioquimica, Fac. de Medicina,
U.AN.L.
Monterrey, N.L.

e Centro de Prevencion y Rehabilitacion de Enfermedades Pulmonares Cronicas
(CEPREP). Hospital Universitario “José Eleuterio Gonzalez”.
Monterey, N.L.

INVESTIGADORES PARTICIPANTES:

e Dra. Adriana Bustamante Saenz. Neumologa pediatra. Responsable de la Unidad de
Fibrosis Quistica del CEPREP.

e M.C. Celia Nohemi Sanchez Dominguez. Estudiante de del programa de Doctorado
en Ciencias, con especialidad en Biomedicina y Biotecnologia Molecular.

e Dra Rocio Ortiz Lopez. Responsable del area de Diagnodstico Molecular de la UDM
y asesor externo de tesis.

e Dr. Miguel Angel Reyes Lopez. Coordinador del area de Posgrado del CBG y
asesor interno de tesis.
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Introduccion

Usted (en referencia a su hijo (a)) esta siendo invitado a participar en un estudio de
investigacion. Este formulario de consentimiento le proporciona informacioén acerca del
estudio de investigacion que le serd explicado. Usted debe conocer la finalidad, el tipo de
muestras biologicas que se requeriran asi como su proceso de obtencion. De la misma
manera, se le debe explicar, de la manera mas sencilla posible, el tipo de analisis genéticos
y otros estudios que se realizaran, asi como sus posibles riesgos y beneficios. Le pediran
que lea este formulario de consentimiento y que le consulte al médico o al personal del
estudio que le expliquen las palabras o la informacion que no entienda. Una vez que
comprenda el estudio y si decide que desea participar, le pedirdn que firme este formulario
de consentimiento. Le entregaran una copia para que la guarde en su poder.

Elegibilidad

Planeamos estudiar pacientes con diagnéstico positivo de Fibrosis Quistica (confirmado
mediante pruebas genéticas o con cuadros clinicos fuertemente sugestivos). Se le esta
solicitando a usted o a su hijo(a) a participar en este estudio porque se le ha diagnosticado
Fibrosis Quistica.

Antecedentes

La Fibrosis Quistica es una enfermedad de origen genético que se manifiesta por producir
un cuadro pulmonar inflamatorio crénico, con un grado variable de severidad, en la que
ademads pueden estar involucrados otros 6rganos como el pancreas.

La enfermedad se produce debido a la presencia de un cambio genético denominado
mutacion, en la secuencia de DNA (molécula que se encuentra en el nucleo de las células y
que contiene la informaciéon responsable de nuestras caracteristicas fisicas),
especificamente en el gen de la Fibrosis Quistica. Actualmente, existen mas de 1400
mutaciones reportadas en el mundo.

En el CEPREP, se canaliza a los pacientes a la Unidad de Diagnostico Molecular para
encontrar la mutacidon presente en el paciente (tomando en cuenta que se analizan las 36
mutaciones mas frecuentes de las mas de 1400 reportadas), que se detecta en un 50% de los
casos.

Sin embargo, nos llama la atenciéon que aln en pacientes que con el mismo tipo de
mutacion se presenten cuadros clinicos muy variables, que van desde pacientes estables
hasta cuadros pulmonares graves. Esto podria deberse a que todos, en nuestro DNA,
tenemos pequenas variaciones normales, que sin embargo, nos hacen responder de manera
distinta a una enfermedad, o a un farmaco. Investigadores en Fibrosis Quistica piensan que
para comprender la enfermedad, debemos estudiar no s6lo las mutaciones en el gen de la
Fibrosis Quistica, sino a otros genes que puedan influir en la gravedad de la enfermedad. A
estos genes se le denomina Genes modificadores o moduladores.
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Objetivo del proyecto

El objetivo de este trabajo de investigacion es analizar en los pacientes con Fibrosis
Quistica, las variaciones genéticas en estos genes modificadores, asi como medir ciertas
sustancias relacionadas a estos genes en las esputo (flemas o secreciones pulmonares) y en
sangre. Ademas, se realizard una detallada descripcién de los aspectos clinicos de cada
paciente. Estos analisis también se llevaran a cabo en personas sanas como referencia, de
manera que al final del trabajo de investigacion, comprenderemos mejor la enfermedad, y
la informacion obtenida, servira para en un futuro disefiar tratamientos especiales para cada
paciente.

Procedimientos

Si toma la decision de participar en este proyecto, el paciente podra seguir con su rutina
normal de tratamiento y seguimiento clinico, y debera acudir cuando el médico se lo
solicite, para el seguimiento del estudio.

Si est4 de acuerdo, nosotros obtendremos de usted la siguiente:

1. Historial clinico. edad, sexo, presencia o ausencia de insuficiencia pancredtica o
diabetes mellitus, capacidad pulmonar, uso de: antibidticos y otros farmacos inhalados
u orales, y alguna otra informacion relevante de su expediente clinico.

2. Se requerira muestra de sangre de una vena del brazo y se recolectara en 2 tubos (uno
con anticoagulante, y uno sin anticoagulante).

3. Para obtener la muestra de esputo se pedira al paciente a que arroje la expectoracion en
un vaso de polipropileno estéril.

Riesgo/beneficio
l. El paciente puede presentar alguna molestia durante la toma de muestras:

a) La introduccion de la aguja para la toma de sangre puede provocar una molestia,
puede ocasionar una lesion pequefia o moretén, o una remota posibilidad de
infeccion en el sitio de la puncion. El paciente puede sentir mareo o
desvanecimiento durante el proceso de toma de muestra.

b) Para el proceso de toma de esputo, puede presentarse alguna dificultad para respirar
o cualquier otra molestia. Si lo considera necesario el proceso podra ser
interrumpido.

3. El paciente podra, si lo desea, tener acceso a los resultados, los cuales so6lo
indicaran, si posee algunas variantes en su informacion genética que se asocian
(mas no en el 100% de los casos, y en estudios hechos en poblaciones distintas a la
nuestra) a signos y sintomas mas severos.

4. La informacion obtenida no tendra algin beneficio inmediato para el paciente, pero
los resultados permitiran comprender el desarrollo de la enfermedad, y en un futuro,
ayudar a disefiar tratamientos especificos para cada paciente.
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Confidencialidad

1) Entendemos su inquietud de que la informacion generada pudiera afectar
aplicaciones para seguro de vida y para trabajo, es decir, sufrir algin tipo de
discriminaciéon. Por estas razones, le aseguramos que cualquier informacion
personal que nos proporcione y la informacidon generada en el presente proyecto
sera mantenida con la maxima privacidad.

2) La informacion aqui recolectada serda CONFIDENCIAL. La identidad de los
participantes permanecera en el anonimato, siendo cada paciente identificado
mediante una clave.

3) La informacion recabada en este proyecto sera incluida en la tesis Doctoral de la
Estudiante M.C. Celia Nohemi Sanchez Dominguez.

4) La informacién generada serd presentada a otros colegas, mediante congresos,
publicaciones cientificas, etc., con el fin de divulgar los resultados y obtener un
mayor beneficio para la comunidad médica e investigadores involucrados en el area,
tomando siempre las medidas necesarias para mantener su identidad confidencial.

Almacenamiento de muestras bioldgicas.

Los participantes en este proyecto estamos solicitindole permiso para almacenar sus
muestras bioldgicas las cuales seran utilizadas en futuros estudios de investigacion
cientifica. Sus muestras estardn marcadas con un cddigo de identificacion. Este codigo
permitira reconocer que usted fue el donador de la muestra.

Los bancos seran mantenidos en la Unidad de Diagndstico Molecular del Departamento de
Bioquimica de la Facultad de medicina de la U.A.N.L.

Cuestiones éticas.

Usted esta firmando este consentimiento para comprobar ante los comités de ética que esta
completamente informado y de acuerdo en participar en este proyecto de investigacion. Es
probable que en algin momento los miembros del comité de ética busquen aprobacion de
los investigadores para ponerse en contacto con usted.

Costos y compensaciones.
1. Esta investigacion estara soportada por las instituciones participantes. El paciente
no requerird hacer ninguna aportacion econémica.

2. Este proyecto de investigacion tiene fines puramente cientificos y nadie (incluyendo
pacientes e investigadores participantes) recibird compensacién econdémica por
participar.

Derechos del participante

La decision de formar parte en este proyecto es voluntaria. Usted es libre de decidir si
participa 0 no en este proyecto, o de retirarse en cualquier momento. Si usted decide
retirarse, esta decision no afectara su futura atencién médica en esta institucion.

Autorizacion y firma
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Antes de firmar este formulario, por favor haga cualquier poregunta sobre cualquier aspecto
de este estudio, o las partes del mismo que no le hayan quedado claras. Responderemos en
forma completa todas las preguntas que usted tenga antes, durante o después del proyecto.
Yo lei (o alguien me ley6) la
informacion contenida en esta forma de consentimiento. Una de las personas a cargo del
estudio me explico lo que sucedera si yo participo (o si mi hijo(a) participa) en este estudio.
Me hablaron en palabras y en un idioma que puedo comprender. Tuve la oportunidad de
hacer todas mis preguntas al las personas encargadas de este proyecto y me dieron todas las
respuestas que necesito.

Me dijeron que me estan invitando (o estdn invitando a mi hijo(a)) a participar en este
proyecto de investigacion. Me informaron la finalidad, los procedimientos y los posibles
riesgos y beneficios.

Acepto de voluntad propia participar (o permitir que mi hijo(a) participe) en este estudio de
investigacion. Esto significa que lei este documento y que comprendo lo descrito en €l, y
me comprometo a regresar al consultorio para cumplir con las visitas tomas de muestras
necesarias.

Me explicaron que no estoy obligado (o que mi hijo(a) no esta obligado(a)) a participar en
este proyecto, y aunque decida participar yo puedo retirarme del estudio, sin afectar mi
atencion médica.

Estoy dispuesto a cumplir con las instrucciones de los investigadores. Asi mismo, autorizo
a las personas que realizan este proyecto a que utilicen tanto los datos proporcionados por
mi, como las muestras que fueron donadas, para realizar las investigaciones que se
consideren necesarias, dentro de este proyecto, como de proyectos futuros, en el entendido
de que mi identidad (o la identidad de mi hijo(a)) serd mantenida en absoluta
confidencialidad en todo momento.

Mi firma en este documento no significa que estoy renunciando a ninguno de mis derechos
legales (o a los derechos legales de mi hijo(a)) e indica que he decidido formar parte de este
proyecto y he entendido la informacién proporcionada y explicada personalmente. Ademas,
me entregaran una copia firmada de esta forma de consentimiento.

Nombre y firma del participante

Nombre y firma del testigo

Nombre y firma de quien obtuvo el consentimiento informado

Fecha
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Anexo 10. Cuestionario clinico para pacientes

SEpamaNEnTD
CUESTIONARIO CLINICO FIBROSIS QUISTICA

L \CEPREP &2

B s, ila @A

Fecha: Nombre del paciente:
DATOS PERSONALES
Sexo: L] M []F. Edad Fecha de nacimiento

dd/mm/aaaa
Lugar de nacimiento:

Estado Pais
Direccion
Calle No. Colonia C.P.
Municipio Estado. Pais Teléfono
DATOS CLINICOS
Edad de diagnostico clinico
Primer signo sugestivo de Fibrosis Quistica
Prueba de electrolitos en sudor (iontoforesis)
Positiva Negativa No se realizd
Diagnistico genético: Si resultado:
No
Enfermedad respiratoria
Tos productiva frecuente Si No

Edad de comienzo
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Infecciones respiratorias diagnosticadas:

Pseudomonas aeruginosa Si No
Staphylococcus aureus Si No
Streptococcus pneumoniae Si No
Burkolderia cepacia Si No
Viral
Otros
Capacidad pulmonar
FEV1 Fecha
FVC Fecha
Insuficiencia Pancreatica Si No
Ileo Meconial Si No
Enfermedad hepatica Si No
Insuficiencia cardiaca (cor pulmonale)
Si No

Otras pruebas clinicas realizadas:

Observaciones 1:
Status socioeconomico:

Observaciones 2:
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Arbol genealogico. Indique con un asterisco(*) y numere los individuos que van a ser
estudiados. En la parte inferior escriba los nombres completos y fechas de nacieminto

(incluya embarazos en curso, abortos, matrimonios consanguineos, y fecha de la ultima
menstruacion.).

Elaboro

Nombre y firma
Lugar Fecha
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Anexo 11. Carta de consentimiento informado para testigos

Unidad de Diagnostico Molecular (UDM). Depto. de Bioquimica, Fac. de Medicina,

U.A.N.L.. Monterrey, N.L.

El objetivo de recolectar muestras de sangre de personas sanas es establecer un banco de

muestras de DNA que nos permitiran efectuar analisis genéticos de prevalencia en

poblacion sana.

e Se requerird muestra de sangre de una vena del brazo y se recolectard en un tubo
anticoagulante. El voluntario puede presentar alguna molestia durante la toma

con
de

muestras: La introduccion de la aguja para la toma de sangre puede provocar una
molestia, puede ocasionar una lesion pequefia 0 moretén, o una remota posibilidad de
infeccion en el sitio de la puncion. El voluntario puede sentir mareo o desvanecimiento

durante el proceso de toma de muestra.
e El voluntario debera llenar un cuestionario. Si asi lo desea, podra tener acceso a

los

resultados generados de su muestra, para lo cual debera proporcionar los datos correctos

donde se le pueda localizar.
e La informacién derivada de las muestras sera CONFIDENCIAL. La identidad de
participantes permanecera en el anonimato, siendo cada voluntario identific

los
ado

mediante una clave. La informacion generada sera presentada mediante congresos,
publicaciones cientificas, etc., con el fin de divulgar los resultados y obtener un mayor

beneficio para la comunidad médica e investigadores involucrados en el area.

e Estamos solicitandole permiso para almacenar sus muestras bioldgicas las cuales seran

utilizadas en futuros estudios de investigacion cientifica. Los bancos serdn manteni

dos

en la Unidad de Diagnoéstico Molecular del Departamento de Bioquimica de la Facultad

de medicina de la U.A.N.L.
e Usted estd firmando este consentimiento para comprobar ante los comités de ética

que

estd completamente informado y de acuerdo en participar. Es probable que en algun
momento los miembros del comité de ética busquen aprobacion de los investigadores

para ponerse en contacto con usted.

e Este proyecto de investigacion tiene fines puramente cientificos y nadie (incluyendo

voluntarios e investigadores participantes) recibird compensacion econdmica
participar.

por

Nombre y firma del participante

Nombre y firma del testigo

Nombre y firma de quien obtuvo el consentimiento informado

Fecha
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Anexo 12. Cuestionario clinico para testigos

CUESTIONARIO CLINICO

Fecha: Nombre:
DATOS PERSONALES
Sexo: M|:| F. |:| Edad Fecha de nacimiento

dd/mm/aaaa
Lugar de nacimiento:

Estado Pais
Luagr de nacimiento del padre:
Lugar de nacimiento de la madre:
Direccién
Calle No. Colonia C.P.

Municipio Estado Pais Teléfono
Celular correo electronico

Antecedentes personales marque con una X

Si | No | Antecedentes fam

Tabaquismo

Alcoholismo

Hepatitis

Alergia
Especifique

Asma

Infecciones respiratorias frecuentes

Infecciones intestinales frecuentes

Diabetes

Hipertension

Cancer
Especifique

Cardiopatias

Otro padecimiento cronico
especifique

Padecimiento genético familiar
especifique

Drogas

Tratamiento cronico, especifique

Deseo que cualquier informacion obtenida de mi muestra que se considere pertinente, me sea

comunicada Si No

Firma
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Anexo 13. Productividad Cientifica durante el periodo del doctorado y actividades
cientificas relacionadas

PARTICIPACION EN PROYECTOS DE INVESTIGACION
CONACYT Convocatoria de investigacion cientifica basica 2006

Comité: Medicina y Ciencias de la Salud
Mod: P1
Proyecto: 000000000062291

Titulo del proyecto: ANALISIS DE GENES MODULADORES EN FIBROSIS
QUISTICA 'Y SU CORRELACION GENOTIPO-FENOTIPO

Responsable técnico: Miguel Angel Reyes Lopez
Institucion: INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL

PAICYT 2007.
No. De programa: 68.

Titulo del proyecto: Analisis de mediadores inflamatorios en pacientes con Fibrosis

Quistica.

Nombre del investigador: Dra. Rocio Ortiz Lopez

TRABAJOS PUBLICADOS

l.

Celia Nohemi Sanchez-Dominguez, Rocio Ortiz-Lopez, Adriana Bustamante-Saenz,
Miguel Angel Reyes-Lopez (2006). Tras las pistas de la Fibrosis Quistica. Conversus.
Instituto Politécnico Nacional. 51:32-28.

Sanchez-Dominguez, C.N., Buenfil-Lozano, J.A., Molina-Guajardo, C.A., Borjas-
Almaguer, O.D., Castillo-Lartigue, A., Bustamante-Saenz, A., Martinez-Rodriguez,
H.G., Alarcon, M.A., Reyes-Lopez, M.A. and Ortiz-Lopez, R., 2008. Frequency of S
and Z alleles for alpha-1-antitrypsin and tumor necrosis factor alpha -308 promoter
polymorphism in northeastern Mexico. Allergy Asthma Proc 29, 406-10.

FORMACION DE RECURSOS HUMANOS
1. Elsa Nancy Garza Trevifio. Febrero del 2007. Asesora. Polimorfismos del gen MBL2 en

controles sanos y pacientes con lupus eritematoso generalizado. Grado de Licenciatura
de Quimico Clinico Biologo. Facultad de Medicina, U.A.N.L.
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2.

Entrenamiento de personal, estudiantes de licenciatura (verano de la investigacion
cientifica) y posgrado

Est. mcp Omar David Borjas Almaguer
Est. mcp Abraham Castillo Lartigue
Est. mep José Antonio Buenfil Lozano

Est. mcp Carlos Alejandro Molina Guajardo

DISTINCIONES

1.

Primer Lugar en el concurso de trabajos libres en el 7° Congreso internacional de
estudiantes de medicina con el trabajo: “Frecuencia de los alelos S y Z en el gen de la
Alfa 1 Antitripsina (AAT) en poblacion sana del Noreste de México”. Fac. de Medicina,
U.A.N.L., Monterrey, N.L. 17-19 de Mayo del 2007.

Secretaria de la primera Mesa Directiva de Egresados del Area Basica del Posgrado de
la Facultad de Medicina de la UANL, periodo 2007-2008.

SEMINARIOS, CURSOS Y CONFERENCIAS IMPARTIDOS

1.

Seminario: “Andlisis de Moduladores de la Respuesta Pulmonar en Fibrosis Quistica”.
Centro de Biotecnologia Gendmica del Instituto Politécnico Nacional. Cd. Reynosa,
Tamps., México. 19 de Octubre del 2005.

Participacion como profesor con el tema “Genes moduladores de la respuesta pulmonar
inflamatoria en Fibrosis Quistica”. En el curso Teorico Pre-congreso “Genética Huana y
Bioética”. Auditorio No. 6 de la Facultad de Medicina, U.A.N.L. Monterrey, N.L.,
Meéxico. 14 al 16 de Noviembre del 2005.

. Fibrosis Quistica (Avances). Centro de Biotecnologia Gendmica (IPN). Reynosa

Tamaulipas. 31 de Mayo del 2006.

Coordinadora del XVIII Curso Internacional Teorico-Practico ‘“Herramientas
protedomicas Parte I: principios bésicos y aplicaciones”. Depto. De Bioquimica,
Facultad de Medicina de la U.A.N.L. Monterrey, N.L. México. 9-13 de Octubre del
2006.

Seminario: “Avances en los estudios de Fibrosis Quistica”. Ciclo de seminarios del
centro de Biotecnologia Gendmica. Reynosa Tamps. 18 de Mayo del 2007.

Expositora en el IV Simposium “La tecnologia y su aplicacion en la investigacion y el
estudio de la medicina”. Universidad México Americana del Norte, con el trabajo
“Diagnostico molecular de pacientes con Fibrosis Quistica”. Reynosa , Tamps. 24 de
mayo de 2007.

Profesor invitado al Seminario de Investigacion de Posgrado de la Facultad de Medicina
de la UANL con la presentacion “Fisiopatologia y Genes Modificadores de la Fibrosis
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Quistica”. Auditorio del Hospital Universitario de la Facultad de Medicina de la UANL,
Monterrey, N.L. 29 de Abril del 2008.

TRABAJOS PRESENTADOS EN CONGRESOS NACIONALES

1.

M.C. C.N. Sanchez Dominguez, Dra. R. Ortiz Lépez, Dra. A. Bustamante Saenz, Dr.
M. Reyes Lopez. “Andlisis de Moduladores de la respuesta pulmonar en Fibrosis

Quistica”. IV congreso Internacional y XV congreso Nacional de Ingenieria
Bioquimica. Morelia, Michoacan. 4-7 de abril del 2006

Est. Q.C.B. Elsa Nancy Garza Trevino, M.C. Celia Nohemi Sanchez Dominguez, Dra.
Rocio Ortiz Lépez. Dr. Miguel Villarreal, Ing. Alcorta Gaeza. Frecuencia de
Polimorfismos en el exén 1 de la Lectina de Unidén a Manosa en poblacion Mexicana.
6to. Congreso de Estudiantes de Medicina, U.A.N.L. 12 AL 17 de Junio Del 2006.

M.C. Celia Nohemi. Sanchez Dominguez, Dra. Rocio Ortiz Lopez, Dra. Adriana
Bustamante Sdenz, Dr. Miguel Angel Reyes Lopez. “Fibrosis Quistica: Respuesta
pulmonar mediante analisis de moduladores”. Biomonterrey 06, Congreso Internacional
y exhibicion de Biotecnologia. Monterrey, N.L. CINTERMEX. 20-24 de septiembre del
2006.

M.C. Celia Nohemi. Sanchez Dominguez, Dra. Rocio Ortiz Lopez, Dra. Adriana
Bustamante Saenz, Dr. Miguel Angel Reyes Lopez. “Genes modificadores de la
enfermedad pulmonar en Fibrosis Quistica”. V Encuentro Nacional de Biotecnologia
del IPN. México, D.F. 28 de Noviembre- 1 de Diciembre del 2006.
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Frequency of S and Z alleles for alpha-1-antitrypsin and
tumor necrosis factor alpha —308 promoter polymorphism in
northeastern Mexico
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ABSTRACT

Diseases characterized by airway inflanmmation, excessive secretion, and obstruction affect a substantial praportion of the
population. Studies for understanding the mechanisms underlying these processes are focused on the initiation and mainte-
nance of inflammation. Palymorphisms on DNA sequence of response mediatars such as alpha-1-antitrypsin (AAT) and tumor
necrosis factor (TNF) alpha have the capacity to influence presentation of diseases, affecting protein amount andfor function-
ality, and can be analyzed as disease modulators. The purpose of this study was to analyze AAT 5 and Z alleles and —308G/A
TNFE-alpha polymorphism on the northeast Mexico mestizo population to compare the influence of these genes in several
diseases. DNA samples from 103 volunteers (healthy group) were tested for modifier gene variants by polymerase chain
reaction-RFLP as follotws: AAT gene for 5 and Z alleles and TNF-alpha pramoter —308G/A (TNF1/TNF2) alleles. Allele
frequency for § and TNF2 alleles were 1.5 and 2.4%, respectively, whereas the Z allele was not detected. This study shows low
frequencies of the AAT § and TNF2 alleles, and the Z allele was not found. Correlation studies in the future will allow to

determine if these alleles have some fnfluence in the clinical presentation of diverse diseases in this group of people.
(Allergy Asthma Proc 29:406—410, 2008; doi: 10.2500 /aap.2008.20.3125)

Key words: AATS, AATZ, alpha-l-antitrypsin, polymorphisms, cytokines, Mexican population, PCR-RFLFP, pop-
ulation genetics, TNFE-1, TNF-2, tumor necrosis factor alpha polymorphism

Diseases characterized by inflammation affect a
substantial proportion of the population. Stud-
ies for understanding mechanisms of disease are fo-
cused on the initiation and maintenance of the inflam-
mation. Production of chemokines, cytokines, and
growth factors in response to irritants, infectious
agents, and inflammatory mediators may play an im-
portant role in the modulation of this process.! Based
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on the current knowledge of the pathogenesis, re-
sponse mediators can be analyzed as disease modula-
tors.

Genetic polymorphisms have the capacity to influ-
ence the presentation of the diseases, affecting amount
and for functionality of their products, as well as the
host answer to drugs. The polymorphisms include sin-
gle base substitutions (single nucleotide polymor-
phisms [SNPs]), multibase deletions or insertions at a
small scale (DIPs), and repeat variations (short tandem
repeats). Polymorphism analysis comprises exons, reg-
ulatory regions, intron-exon joins, consensus regions,
and promoter regions.®™*

Polymorphisms in regulatory and coding regions of
cytokine genes have been associated with susceptibil-
ity to a number of complex disorders. Two important
inflammatory response mediators are a-l-antitrypsin
(AAT; SERPINAL, OMIM# 107400} and tumor necrosis
factor (TINF) alpha (CACHECTIN, OMIM # 191160).
AAT is the most abundant serine protease inhibitor in
human plasma. AAT inhibits a broad range of serine
proteases, including trypsin, collagenase, and its main
target elastase, which is released from neutrophils. The
primary physiological role of AAT appears to be pro-
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tection of the lower respiratory tract from attack by
neutrophil elastase. This gene is known to be highly
variable and a number of protein variants have been
characterized by iscelectric focusing.® The most com-
mon genetic variant of AAT is the M type, character-
ized by normal serum levels of AAT. 5 and Z variants
(Glu2edVal and Glu342Lys) are associated with AAT
deficiency. This deficiency leads to accelerated elastin
degradation and loss of ventilatory function. Although
some individuals with AAT deficiency are asymptom-
atic, the condition often leads to deterioration of lung
function in adults and is associated with emphysema,
asthima, chronic obstructive pulmonary disease,
chronic bronchitis, pneumonia, and other respiratory
diseases.”™"” Proteomic analysis in nasal lavage fluid
from patients with seasonal allergic rhinitis showed
that the levels of an acidic form of AAT were higher in
seasonal allergic rhinitis patients than in controls.'!
Cystic fibrosis (CF) patients with AAT deficiency be-
came chronically infected with Pseudomonas seruginosa
at an earlier age, although this did not lead to poorer
lung function. "

In contrast, TNF-e is a potent modulator of the im-
mune and inflammatory responses with functions re-
lated to leukocytes adhesion and migration, hemato-
poiesis and lymphocytes development, induction of
other cytokines, and activation of macrophages and
immune response.'*" Levels of TNF-a had been mea-
sured to monitor inflaimmatory response treatment.
For example, TNF-o and soluble interleukin-2 receptar
(sIL-2R) was measured in mild atopic asthmatic chil-
dren and a control group to investigate the anti-inflam-
matory response of montelukast. Results showed that
montelukast improves clinical parameters and anti-
inflammatory response by decreasing serum sIL-2R
and TNF-a levels."” TNF-a values in exhaled breath
condensate could be useful for monitoring the asth-
matic airway condition; this was established by means
of the correlation with the degree of airway respon-
siveness and variability of peak expiratory flow."

The TNF-a gene is located within the major histo-
compatibility complex class [II region in chromosome
6. The gene contains several polymorphic sites,
including microsatellites and some 5NPs at the pro-
moter region, of which seven are described at posi-
tHons —1031T=C, —863C=A, —857C>T, —37aG=A,
—308G=A, —238G=A, and —163G=A." The —308G/A
position is the most studied variant, and the most fre-
quent in white populations. The mutant —308A (TNEZ)
allele seems to be a stronger transcriptional activator and
is assodiated with a higher level of TNF-w expression.'®
TNF-e¢ may contribute to childheod asthma and those
associations may be modified by parental smoking'* In
children with CF, the forced expiratory volume in 1 sec-
ond and weight were lower in the group with the TNF2
allele, suggesting that inflammation in CF contributes to

Allergy and Asthma Proceedings

tissue damage.® It also has been related to other
disorders such as rheumatoid arthritis, periodic fe-
vers, or autoinflammatory S}-'nc.‘lmmes.21 In this
study, 5 and Z alleles for AAT and —308 TNF-a
polymorphism were analyzed in a healthy northeast
Mexico population, to compare in future studies, if
these alleles have some influence in the clinical pre-
sentation of diverse diseases.

MATERIALS AND METHODS

Selection of Participants

One hundred three blood samples were collected
from unrelated healthy community mestizo northeast
Mexico residents who entered the Hospital Universi-
tario {Universidad Autdnoma de Nuevo Ledn, Mexico)
tor a health checkup, from veluntary students, and
from personnel from the School of Medicine (Univer-
sidad Autdnoma de Nuevo Ledn). All of them (three
generations) were born northeast of Mexico (Nuevo
Ledn, Tamaulipas, Coahuila, or San Luis Potosi). They
were enrolled by a survey. A questionnaire and in-
formed consent was signed for each participant. DINA
was extracted using the phenol chloroform method,
reported elsewhere.

Polymerase Chain Reaction (PCR)-RFLP Analysis

DNA samples were tested for moedifier gene variants
by PCR-RFLP. For AAT variant analysis has been used
a modified method reported by Sandford et al*™* PCR
was performed in 25 pl containing 250 ng of genomic
DNA. For the AAT 5 allele PCR reaction was 1 pM of
each primer, 0.2 mM of dNTPs, 2 mM of MgCl, and 2.5
U of Taq DNA Polymerase (Promega). PCR reaction
tor AAT Z was 0.5 pM of each primer, 0.2 mM of
dNTPs, 1.5 mM of MgCl,, and 25 U of Taq DNA
Polymerase. Amplification conditions for AAT Sand Z
alleles were 35 cycles of 94°C for 30 seconds, 57°C for
30 seconds, and 72°C for 30 seconds. PCR AAT Sand Z
allele products were digested with Tag I (New England
Biclabs) overnight at 65°C.

A modified method reported by Chen et al.'® has
been used for TNF1/2 alleles. PCR was performed in
25 pl containing 250 ng of genomic DNA, 0.5 uM of
each primer, 0.2 mM of dNTPs, 1.5 mM of MgCl,, and
25 U af Taq DNA Polymerase (Promega). Amplifica-
tion conditions were 35 cvcles of 94°C for 30 seconds,
61°C for 30 seconds, and 72°C for 30 seconds. PCR
products were digested with Neo 1 (New England Bio-
labs} overnight at 37°C. All of the digestions were run
on 2% agarose gels, stained with ethidium bromide,
and analyzed in a gel documentation system (UVP
model M-26; Upland, CA).
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Figure 1. PCR-RFLP analysis of 5 (A) and Z (B) alleles. M,
miolecular weight marker; A, amplified product; M, mutant allele,
N, norval allele.

Statistical Analysis

Hardy-Weinberg equilibrium of AAT 5, AAT Z, and
TNF1/2 alleles was assessed using the chi-square sta-
tistcs.

RESULTS

Study Group Characteristics

Mean age of this study group was 2594 + 7.65 years,
and 80% of this group were women. Most of them were
from Nuevo Ledn (81.5%), and the rest of them were
from Tamaulipas (8.7%), Coahuila (5.5%), and San Luis
Potosi (3.99%).

We calculated the Hardy-Weinberg equilibrium to
determine if the frequency of genotypes and the fre-
quency of alleles are said to be at “genetic equilib-
rium.” All of the three polymorphisms were in the
Hardy-Weinberg equilibrium in the analyzed sample.

Analysis of AAT S, AAT Z, and TNFa Alleles

For PCR-RFLF analysis, the 5 allele PCR produces a
98-bp product and introduces a Tag I restriction site
into the wild-type M allele but not into the mutant 5
allele. The M allele produces 78 + 20-bp fragments,
whereas the mutant 5 allele remains uncut (95 pb; Fig.
1). The £ allele PCR generates a 144-bp product and
introcuces a Tag | restriction site into the wild-type M
allele but not into the mutant Z allele. The M allele
produces 123 + 21-bp fragments, whereas the mutant

bp &% 2 4 Mw bp

241
[§-1]
142 147
126 118

110

Figure 2. PCR-RFLP analysis of TNF1,2 alleles. Mw, molecular
weight marker; A, amplified product; M, matant allele; N, normal
allele.

Z allele remains uncut (Fig. 1). From the 103 analyzed
samples, allele S frequency was 1.5%. The genotypes
detected were heterozygotes 5/M. The Z allele was not
detected.

PCR for TNF-a generates a 142-bp product. Neo 1
digestion of the amplicons produce 126 + 16-bp frag-
ments for normal allele TNF1, whereas the mutant
allele TNF2 remains uncut (Fig. 2). From the 103 ana-
lyzed samples, the TNF2 allele frequency was 2.4%. See
Table 1 for a detailed description of genotype and allele
frequencies

DISCUSION AND CONCLUSIONS

In this study, we analyzed the AAT 5 and Z alleles
and TNF-o —308G /A polymorphism in a mestizo pop-
ulation from northeast Mexico. Samples were collected
in Nuevo Ledn. Populations have migrated to this state
from the adjoining states {Tamaulipas, Coahuila, San
Luis Potosf, and Zacatecas) for work or educational
purposes, and genetic admixture of Nuevo Ledn resi-
dents should be considered. A study made in 142 mes-
tizos from northeast Méxice estimated the genetic ad-
mixture using 13 short tandem repeat locl. Results
were that these population had 54.99, 39.99, and 5.02%,
of Spanish, Amerindian, and African ancestry* re-
spectively, which is similar to another study at the
center of Mexico, which reported a mixture of 2.93,
56.22, and 40.85% for black, Indian, and whites popu-
lations, respectively

Table 1 Genotype and allele frequencies of the AAT 5, AAT Z, and TNF =308 loci in the study group

AATS AAT Z TNF —308
Genotype Allele Genotype Allele Genotype Allele
MM MS S5 *M s MM MZ 7ZZ M “<Z 1.1 12 22 1 *2
No. 100 3 0 203 3 103 0 0 206 0 98 5 0 5 2m
Percent 971 29 00 95 15 100 00 00 100 00 951 49 0.0 7.6 24

M = wild type; 5 and Z = mutant alleles for AAT; 1 = normal allele; 2 = mutant allele for TNF —308.
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The importance of analyzing the frequency of these
polymorphisms in the population is the influence in
host defense mechanisms and diseases severity. AAT
and TNF-& are two of the most studied genes for this
purpose. Prevalence for the MS and MZ genotvpes
among white populations are 9 and 3%, respecﬂ‘-'el}f.zs
In our study, the MS frequency was lower (1.5%) than
Caucasians, and the Z allele was not detected. There
are no ather reports for the Mexican population or
disease association studies for the S or £ alleles and we
can not conclude whether the frequencies in our group
are significantly different from other healthy popula-
tions or disease groups. For the Hispanic population,
AAT phenotypes were analyzed in Puerto Rican asth-
matic children by isoelectric focusing, and they
showed a significantly higher prevalence of variant
phenotypes M5, MZ, and 55, among the asthmatic
subjects compared with control children.®® Puerto
Ricans had a mixture of 80, 8, 0.4, and 0.2% for white,
black, Amerindian, and Asian populations, respec-
tively, and 10% of mixtures (www lrc.salemstate.edu /
hispanics/ pbus/mundo/ proceso.htm, ultimoreducto.
com /etnias famerica htm).

In contrast, the TNE2 allele frequency in this study
group was 2.5%. Another study performed using a Mex-
fcan population showed a frequency of 1.5% (n = 198)*
Genotype frequencies in our study group were of 951,
49, and 0% for GG, GA, and AA, respectively. An addi-
tional study in a white population showed that frequen-
cles reached 70, 28, and 2% for GG, GA, and AA, respec-
th-'el:_.-‘_z’w For TNF-w, our results are similar to other
reports on the SNI* database population diversity (ww-
wonchinlmonih.gov /SNP/snp_ref.cgi?rs = 1800629). As-
sociation studies for TNF-a promoter polymorphisms
have been reported in Mexican populations and were
found to have an association risk for diseases such as
spondyloarthritis, chagas disease, arthritis, and lupus, as
well as a relationship with high levels of lipids. >

Even when some studies did not find an assodation
between AAT or TNF-o polymorphisms and diseases
such as asthma,® some other studies showed a corre-
lation between levels of TNF-a and treatment effective-
ness. We believe that more multivariate analysis stud-
ies are needed to help cliniclans to find new
therapeutic approaches for the treatment of these in-
tlammatory diseases. For example, blocking TNF-o ac-
tivity has already shown outstanding efficacy in other
chronic inflammatory diseases includng rheumatoid
arthritis, Crohn's disease, and psoriasis.™ The success-
ful treatment of these other chronic inflammatory dis-
eases provides hope that TNF-a inhibitors may be
useful for the treatment of asthma. Recent develop-
ments in animal models and clinical trials in patients
with severe asthma provide strong support for the
concept that blocking TNF-a activity represents a new
approach in asthma therapy.™
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