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RESUMEN 
INTRODUCCIÓN: La fibrosis quística (FQ) es la enfermedad autosómica recesiva más común en 
la población caucásica, 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 vías aéreas distales, intestino, vías biliares y pancreáticas. El gen 
afectado es el Regulador de la Conductancia Transmembranal de la Fibrosis Quística (RCTFQ), del 
cual se han descrito hasta la fecha más de 1500 mutaciones. Aunque se han clasificado algunas 
mutaciones como de alto riesgo, la asociación entre el genotipo y el fenotipo pulmonar no está bien 
entendida. Para comprender mejor la correlación, 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 proteína de respuesta inmune innata MBL, el agente quimiotáctico IL-8, la citocina 
proinflamatoria TNFα 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, TNFα y AAT y sus 
niveles de expresión, así como las mutaciones en RCTFQ en pacientes con FQ, y con las 
variables clínicas determinar si existe correlación con la severidad del cuadro pulmonar y 
en consecuencia un perfil de riesgo. MÉTODOS: 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; además se analizó mediante ELISA los niveles de proteínas en suero de 
16 testigos y 11 pacientes, así como en el esputo de 5 pacientes. Finalmente, se realizaron estudios 
de correlación entre los resultados y las variables clínicas de 40 pacientes con expediente clínico 
completo. RESULTADOS: La frecuencia del alelo ΔF508 fue del 60% y el 83% de los pacientes 
presentaron dicha mutación en uno o ambos alelos. Se diagnosticaron además 10 mutaciones 
diferentes a ΔF508. La muestra de la población del noreste de México se encontró en equilibrio de 
Hardy-Weinberg. Los alelos AATS y AATZ son los menos variantes en nuestra población, mientras 
que los genotipos variantes del exón 1 de MBL2 y la variante IL-8 -251 A/T tuvieron una alta 
frecuencia. Basado en un estudio de asociación, el genotipo TNF1/TNF2 se comportó como un 
factor de riesgo (OR 3.43, p<0.05, X2 6.3, p<0.05) y TNF1/TNF1 mostró ser un genotipo protector 
(OR 0.29, p<0.05, X2: 6.3, p<0.05). Para el resto de los genotipos analizados se demostró que el 
genotipo de los genes modificadores y la FQ fueron independientes. Se encontró una diferencia 
estadísticamente 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/O en pacientes y testigos. Se demostró una elevada correlación entre el genotipo MBL y los 
niveles de la proteína MBL (Rs 0.831 y 0.907 para testigos y pacientes respectivamente, P=0.0001). 
No se detectó la proteína MBL en el esputo de pacientes. Se presentó una correlación moderada 
entre el fenotipo pulmonar e infección con P. aeruginosa (0.693) e índice de masa corporal (0.683). 
Las gráficas de supervivencia de los pacientes mostraron que el estado socioeconómico y la 
enfermedad pulmonar severa presentaron una influencia estadísticamente significativa en la 
sobrevida (p<1X10-5 y p=0.00555 respectivamente), y que el genotipo A/D de MBL presentó una 
tendencia de severidad aunque por el numero de muestras no fue estadísticamente significativa. 
CONCLUSIONES: Aunque se encontró que TNF1/TNF2 es un factor de riesgo, no se demostró 
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 aplicación inmediata el tamizaje 
inicial de la mutación ΔF508 en pacientes con sospecha de FQ. Para severidad pulmonar: un 
programa de control a pacientes con infección por P. aeruginosa y bajo IMC. Para la sobrevivencia 
de los pacientes: la enfermedad pulmonar severa, el estado socioconómico bajo, y la mutación 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 TNFα 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, TNFα and AAT and their expresión 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 ΔF508 was 60%, and this 
mutation was present in 83% of the patients in one or both alleles. 10 mutations different from 
ΔF508 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, X2 6.3, 
p<0.05), and TNF1/TNF1 showed to be a protective genotype (OR 0.29, p<0.05, X2: 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<1X10-5 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 ΔF508 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. INTRODUCCIÓN 

La Fibrosis Quística (FQ) es la enfermedad autosómica recesiva más común en la 

población caucásica, 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 producción de moco 

espeso y viscoso en las glándulas de secreción -es por eso que también se le denomina 

mucovisidosis-, que se almacena en las vías aéreas distales, así como intestino, vías biliares 

y pancreáticas. Dichas secreciones aumentan el riesgo de insuficiencia pancreática e 

infecciones repetidas del tracto respiratorio. El deterioro es progresivo, y la afección 

respiratoria por lo general conduce a la muerte entre la primera y cuarta décadas de vida. 

En los últimos 20 años, 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 años (Aliño-Pellicer et al, 2003). 

El gen de la FQ fue el primero en clonarse mediante el método de caminata cromosómica y 

saltos cromosómicos. La identificación se logró por su asociación con una isla CpG y su 

expresión en glándulas sudoríparas, pulmonares y pancreáticas. El gen se expresa casi 

exclusivamente en células epiteliales, con la concentración más alta en pulmones, páncreas, 

glándulas salivales, glándulas sudoríparas, intestino y aparato reproductor. Los análisis de 

secuenciación han permitido identificar aquellas mutaciones causantes de enfermedad y 

deducir la estructura del producto, el cual se denominó Regulador de la Conductancia 

Transmembranal de la Fibrosis Quística (RCTFQ), una proteína de membrana que participa 

en el transporte de iones cloruro mediado por ATP (Welsh y Smith, 1995; Cox y Sinclair, 

1998). 



2 

La mutación más común en el RCTFQ es una deleción de tres pares de bases, que tiene 

como consecuencia la pérdida del aminoácido fenilalanina en la posición 508 de la proteína 

(ΔF508). En caucásicos la frecuencia de esta mutación es del 60 al 70%. Se conocen hasta 

este momento más de 1500 mutaciones, las cuales se ha tratado de asociar al amplio 

espectro clínico 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 

realizó la primera descripción de los síntomas de la enfermedad, después de realizar 

autopsias a infantes. Sus observaciones incluyeron destrucción del páncreas y generalmente 

infección y daño en las vías aéreas. Andersen le denominó “fibrosis quística del páncreas” 

(Collins, 1992). 

 

1.2 Genética de la fibrosis quística 

1.2.1 Identificación del gen de la FQ 

La alta frecuencia de la enfermedad permitió el análisis de ligamiento. La identificación de 

los marcadores flanqueantes MET y D7S8, permitieron mediante saltos cromosómicos 

(Collins et al, 1987; Iannuzzi et al, 1989) y otros métodos, la localización exacta del gen, el 

cual se identificó y se aisló 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 tamaño de 250 kb y contiene 27 exones. Codifica para un 

transcrito maduro de 6.5 kb, que es traducido a una proteína de 168 kDa. La secuencia de 
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DNA complementario (DNAc) fue determinada en 1991 junto con la localización de 

intrones y exones (Zielenski et al, 1991). 

 

1.2.2 Mutaciones detectadas en el RCTFQ 

Se han descrito hasta la fecha más de 1500 mutaciones (Dequeker et al, 2009), las cuales 

están situadas a través de la región codificante y la región promotora, así como sitios de 

procesamiento de exones, aunque hay regiones donde las mutaciones son más comunes 

como el dominio de unión a nucleótido (NBD) y dominio regulatorio (R) (Rowntree y 

Harris, 2003). La mutación ΔF508 genera una proteína mutante no funcional. G542X, 

N1303K y W1282X son mutaciones con una frecuencia mayor al 1%. 

La página 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 

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

 

1.2.3 Mutaciones en RCTFQ en México 

Aunque se estima que en la población hispana la frecuencia de la enfermedad es de 1/ 8,500 

recién nacidos vivos (AMERICAN COLLEGE OF MEDICAL GENETICS). En países 

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 

México (Velázquez et al, 2000), reportó 2 afectados homocigotos ΔF508, sugiriendo que la 

frecuencia podría ser mayor. Con respecto al perfil de mutaciones en población hispana, se 

ha demostrado que existen diferencias en las frecuencias de las mutaciones de acuerdo a la 
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etnicidad. Un análisis de 16 mutaciones en 40 familias mexicanas no relacionadas, encontró 

que la mutación ΔF508 se presentó 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 población mexicana reportó 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 más reciente 

en la Universidad de Stanford en el cual, en 256 pacientes de origen hispano con 

diagnóstico de FQ se reportó un paciente con dicha mutación, correspondiendo a 0.19% de 

los alelos analizados (Schrijver et al, 2005). 
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1.3 Estructura y función del RCTFQ 

El RCTFQ es un miembro de la superfamilia de proteínas ABC (casete de unión a ATP) 

que incluye la proteína de resistencia múltiple a drogas (MDR), permeasas bacterianas 

periplásmicas (Sheppard, 1999) y los receptores sulfonilurea 1 y 2 (Hanrahan y Wioland, 

2004). La proteína contiene: dos dominios transmembranales cada uno con 6 subunidades 

de hélices alfa, dos dominios de unión a nucleótido (NBD1 y NBD2) y un dominio 

regulatorio citoplásmico, característicos de la familia ABC (figura 1), el cual contiene 

muchos sitios substrato potenciales para fosforilación (Akabas, 2000), que permiten la 

activación del RCTFQ. Además se requieren interacciones del ATP con los dominios NBD 

para cerrarse. 

La proteína 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 función, se produce una modificación en la cantidad y composición 

de los fluidos epiteliales, conduciendo a cambios patológicos en los órganos que expresan 

el RCTFQ, entre ellos pulmones, páncreas, intestino delgado, tracto reproductivo e hígado 

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

4. Anclaje de los tres aminoácidos finales (treonina, arginina y leucina) a receptores tipo 

dominio PDZ, los cuales son denominados también DHR (región homóloga Dlg) o 

GLGF (glicina-leucina-glicina-fenilalanina) (Ranganathan y Ross, 1997). Estos se 

encuentran en proteínas de señalización intracelular y otras proteínas asociadas con la 

membrana plasmática (Short et al, 1998). 

5. Se ha sugerido que puede funcionar como canal de cloruro dentro de organelos 

intracelulares de las vías endosómicas y biosintéticas, potencialmente modificando su 

acidificación, así como regulando las propiedades del tráfico de organelos intracelulares 

(Bradbury, 1999). 



 

Figura 1. Estructura hipotética del RCTFQ. Se muestra el gen con las regiones 
flanqueantes, el RNAm, la cadena proteica con las regiones hidrofóbicas y de unión a ATP 
identificadas, así como su estructura después de su localización en la membrana celular 
(Ramsey, 1996). 
 

1.3.1 Procesamiento celular del RCTFQ 

8 

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 oligosacáridos, y a ellos se une la calnexina. Además, se unen las chaperonas citosólicas 

Hsp70, Hdj-2 y Hsp 90, y puede ocurrir la ubiquitinación. Debe alcanzarse una estructura 

de alta complejidad para la exportación hacia el RE a través de vesículas cubiertas de 

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



se acompaña de disociación de la calnexina y las chaperonas citosólicas. El plegado 

completo del RCTFQ lo protege de la degradación, pero las moléculas que no adquieren 

esta conformación (~75% de los receptores normales y el 100% de las moléculas ΔF508) 

son substratos de enzimas ubiquitinantes (ubc) y son degradadas por el proteosoma, y 

pueden estar involucradas proteasas aún no identificadas. Cuando la degradación se 

encuentra bloqueada o saturada, ocurre la agregación extensiva de moléculas de 

exportación incompetentes. Las moléculas de exportación competentes viajan del RE hacia 

el aparato de golgi, donde se completa la cadena de oligosacáridos. Las vesículas llevan la 

molécula completa de la red trans-golgi (RTG) hacia la membrana plasmática. El reciclaje 

endocítico de esta población y la degradación de algunas proteínas internalizadas por 

proteasas lisosómicas son fenómenos que ocurren para el recambio del RCTFQ expresado 

(Riordan, 1999). 

 

Figura 2. Destino de las moléculas RCTFQ sintetizadas en ribosomas asociados al RE 
(tomada de Riordan 1999). 

9 
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1.3.2 Efectos de las mutaciones sobre el RCTFQ 

Estudios de expresión 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 función de RCTFQ: 

Clase I. La proteína no se sintetiza. Incluye los fenotipos más severos. La más severa es la 

G542X, que impide la síntesis de una proteína estable o se produce una proteína truncada 

debido a la creación prematura de un codón de terminación. Las proteínas truncadas son 

inestables, reconocidas por la chaperona de proteínas del retículo endoplásmico y 

degradadas rápidamente. 

Clase II. Se afecta la maduración de la proteína. Se produce una proteína no funcional en 

la membrana celular. ΔF508 está clasificada aquí, basado en un análisis en un sistema de 

expresión heterólogo. En ella ocurre plegamiento incorrecto y retención de la proteína 

mutante en el retículo endoplásmico y expresión 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 está localizado adecuadamente en las células epiteliales 

de las glándulas sudoríparas (Kartner et al, 1992). Estudios histoquímicos muestran que una 

proporción de RCTFQ alcanza la membrana apical (Kalin et al, 1999). 

Clase III. Se afecta la regulación del canal de Cloruro. La proteína es conducida a la 

membrana pero no responde a la estimulación con AMPc. Se ve afectada la unión o el 

acoplamiento de ATP a la activación del canal, afectando la transmisión del cambio 

conformacional. La mutación sin sentido G551D es un ejemplo. 

Clase IV. Conductancia de Cloruro alterada. El RCTFQ es dirigido a la membrana y 

responde a estímulo, generando una corriente reducida de cloruros. Un ejemplo es la 
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mutación R117H. La mayoría de las mutaciones están localizadas en los dominios que 

atraviesan la membrana. Estudios en el exón 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 exón 18, el 

cual codifica para la hélice transmembranal 12 y el lazo intracitoplásmico subsecuente. 

Ejemplos de ellas son M1137V, I1139V, ΔM1140, D1152H y D1154G. Éstas exhiben 

reducción significativa del paso de cloruro activado por AMPc (Vankeerberghen et al, 

1998). 

Clase V. Síntesis reducida de la proteína. Ocurren mutaciones que afectan el procesamiento 

produciendo cantidades reducidas de transcrito y de proteína 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 proteína. 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 función del RCTFQ, se reporta 

que es indispensable para mantener la estabilidad del complejo RCTFQ glicosilado (Haardt 

et al, 1999; Zielenski, 2000). 
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1.4 Fisiopatologia de la FQ  

Actualmente se conoce que existen órganos principales en el ser humano que se ven 

afectados y los efectos producidos en cada uno de ellos (figura 3): pulmón, páncreas, 

hígado, intestino y aparato reproductivo masculino. 

El primer parámetro clínico confirmatorio de la enfermedad es la iontoforesis, análisis que 

demuestra la presencia de concentración de iones cloruro en sudor mayor a 80 meq/L 

(Ratjen, 2003). 

Por otro lado, se observa que la formación de moco y secreciones densas obstruyen 

principalmente las vías aéreas distales y glándulas submucosas, donde RCTFQ se expresa a 

altos niveles. La dilatación distal de estas glándulas, el acúmulo de moco espeso, 

neutrófilos y restos celulares son signos típicos de esta enfermedad. La hiperplasia 

glandular en regiones submucosas es prominente y rodeada de inflamación peribronquiolar 

y tejido cicatrizal. El paciente manifiesta por lo general infecciones pulmonares crónicas 

que incluyen un limitado número de patógenos. Pseudomonas aeruginosa es el aislado más 

común, seguido por Burkholderia cepacia, Staphylococcus aureus, Haemophilus influenzae 

y Stenotrophomonas maltophilia. P. aeruginosa se adapta específicamente al 

microambiente en estos pacientes a través de la formación de macro colonias o biopelículas 

y la producción de un polisacárido capsular (un producto de alginato) que inhibe la 

penetración por agentes antimicrobianos y confiere el fenotipo mucoide (Rowe et al, 2005). 

Otras manifestaciones clínicas se catalogan como FQ atípica y son: asma atípico, 

bronquiectasias, pancreatitis, e infertilidad masculina causada por ausencia bilateral de 

vasos deferentes (ABVD) (Welsh y Smith, 1995). 

 



 

Figura 3. Órganos que se ven afectados en la FQ. La enfermedad afecta a todos los 
órganos que incluyen glándulas exocrinas, como vías aéreas, páncreas, hígado, intestino 
delgado, tracto reproductivo y piel. Adicionalmente se muestran los eventos que suceden y 
el desenlace para cada uno de los órganos involucrados (An Esp Pediatr, 2002). 
 

La edad de inicio de las manifestaciones clínicas, la edad del paciente en la primera 

infección con patógenos, el grado de bronquiectasias, y la tasa de declinación pulmonar 

(FEV1) así como el grado de severidad, son fenómenos observados en pacientes con FQ 

que se presentan con un amplio rango fenotípico (Cutting, 2005). La edad del deceso varía 

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 hipótesis que explican el funcionamiento anormal del RCTFQ en pacientes con 

FQ (figura 4). 

Hipótesis composicional. Este modelo propone un comportamiento similar a las glándulas 

sudoríparas, proponiendo el RCTFQ como la principal vía de absorción de contra-iones, y 

unifica los hallazgos bioeléctricos. El RCTFQ está incapacitado para la absorción de 

cloruro, por lo que genera una superficie mucosa cargada más 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 hipótesis, pues han mostrado que el líquido superficial 

de las vías aéreas es isotónico (Matsui et al, 1998; Boucher, 2003; Rowe et al, 2005). 

 

 

Figura 4. Funcionamiento del RCTFQ en epitelio respiratorio. Se muestra A. Anatomía 
de las vías aéreas. B. Funcionamiento normal de vías aéreas C. El modelo de concentración 
alta de sales. D. El Modelo del bajo volumen isotónico (Rowe et al, 2005). 
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Hipótesis del bajo volumen isotónico. Este modelo propone un comportamiento opuesto al 

de las glándulas sudoríparas. El RCTFQ defectuoso provoca un aumento en la absorción de 

cloruro a través de otros canales de cloruros, por lo que al final, existe un incremento en la 

absorción de sodio, cloruro y fluidos, disminuyendo así el volumen de la capa periciliar. 

Esto resulta en disminución de la capacidad de clarificación mucociliar y estancamiento del 

moco. La actividad de antimicrobianos innatos (lactoferrina, lisozima) se encuentra 

reducida cuando la concentración de NaCl es alta, ya que inhibe su unión a las bacterias 

favoreciendo la formación de biopelículas e infección bacteriana crónica (Smith et al, 1996; 

Aliño-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). 
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1.5 Correlación 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, W1282X, R1162X, 621–1GT, 1717–1GA, 1078T, 3659C; Clase II: 

ΔF508, I507, 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 están asociadas con 

insuficiencia (IP) o suficiencia (SP) pancreática y que pacientes con íleo meconial (IM) 

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

2789+5G A están 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. Correlación genotipo RCTFQ-fenotipo. 

FENOTIPO MUTACIONES EN RCTFQ 
PANCREÁTICO (90% de los 
pacientes) 

ΔF508, G542X y G551D: IP 
R117H: SP 

INTESTINAL (Ileo Meconial, 
15% de los pacientes) 

ΔF508 y G542X alta asociación 
G551D y R117H baja asociación 

 
 
 
VASOS DEFERENTES 
(infertilidad) 

Mutación 3849 + 10kb C>T 
60-70% -  una mutación en RCTFQ 
19%       - 2 mutaciones conocidas 
Polimorfismo intrón 8 
33%        - una mutación conocida y el 
Alelo 5T 
27%        - una mutación conocida sin el      

alelo 5T 
GLÁNDULAS SUDORÍPARAS SP, concentraciones más bajas de cloruros 

 SP: suficiencia pancreática, IP insuficiencia pancreática 
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1.5.1 Correlación fenotipo pulmonar-genotipo RCTFQ 

A pesar de los numerosos intentos por encontrar una asociación entre el genotipo y el 

fenotipo pulmonar, esta relación aún no está bien comprendida (Sánchez-Domínguez et al, 

2006). La enfermedad pulmonar es la manifestación fenotípica más variable de la FQ. Sólo 

pocas mutaciones han sido correlacionadas a la manifestación pulmonar. Pacientes que 

portan una sustitución de ácido glutámico por alanina en el codón 455 (A455E) tienen una 

tasa de declinación pulmonar  medida como FEV1 más lenta (Gan et al, 1995; De 

Braekeleer et al, 1997). Otros estudios sugieren que las sustituciones aminoacídicas y 

mutaciones en sitios de procesamiento están correlacionadas con un riesgo bajo de 

infección con P. aeruginosa. Comparaciones de la enfermedad pulmonar entre 

homocigotos ΔF508 revelan una gran variabilidad, lo cual sugiere la influencia de otros 

factores además de RCTFQ. Se han realizado estudios en gemelos y hermanos para 

investigar la contribución relativa de factores genéticos y ambientales al fenotipo de la FQ. 

Un estudio en pacientes con FQ de Canadá (Corey et al, 1989), Reino Unido (Santis et al, 

1990), e Israel (Picard et al, 2004), no dejó claro si las similitudes son debido a factores 

genéticos, ambientales o ambos. Otro estudio con hermanos y gemelos monocigóticos 

(MC) y dicigóticos (DC) en Europa (Mekus et al, 2000), no mostró diferencias 

significativas entre ambos si se analizaba sólo el fenotipo pulmonar. Así, pareció concluirse 

que entre homocigotos ΔF508, el compartir la carga genética y el ambiente incrementó 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 

difíciles 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 exposición a 

la contaminación ambiental están asociados a función pulmonar reducida (Goss et al, 

2004). Se ha observado que la contaminación ambiental como materia particulada 

incrementa el estrés oxidativo y la apoptosis mediada por señales en la mitocondria a través 

de la modulación de la familia de proteínas Bcl en pacientes con FQ (Kamdar et al, 2008). 

El estado nutricional también es un factor importante, pues está asociado a capacidad 

pulmonar reducida (Olveira y Olveira, 2008). Sin embargo, los pacientes varían en su 

respuesta al tratamiento nutricional, sugiriendo la intervención de otros factores 

ambientales o genéticos (Kirvela et al, 1993). La colonización pulmonar con P. aeruginosa 

y B. cepacia es un evento mediado por el ambiente, que está asociado con longevidad 

reducida (John et al, 1994; Farrell et al, 1997). P. aeruginosa es oportunista y aunado a la 

multirresistencia a fármacos y a su presencia intrahospitalaria, una vez establecida en 

pacientes con FQ es difícil de erradicar. Finalmente, el nivel socioeconómico se ha 

asociado a bajo FEV1 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 últimos tiempos. Actualmente se 

define FQ clásica como aquella enfermedad que refleja la pérdida de 2 alelos funcionales, 
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mientras que la FQ no clásica, aquella caracterizada por la presencia de al menos un alelo 

mutante que confiere función parcial y en la mayoría de los casos, mejor sobrevida 

(Drumm et al, 2005). La amplia variabilidad fenotípica de la FQ ha servido de ejemplo para 

otras enfermedades monogénicas al considerar una compleja interrelación genética 

adicional al gen causal RCTFQ. 

Dado lo anterior, se han buscado alternativas en los estudios con potencial correlación 

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 últimos años para estudiar 

los mecanismos de la patogénesis de la enfermedad así como para el diseño 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 (Slieker et al, 2005). 
Efecto sobre el gen 

causal primario RCTFQ 
Efecto sobre los mecanismos de defensa y reparación 

del huésped 
• Transcripción 
• Procesamiento 
• Traducción 
• Tráfico 
• Glicosilación 
• Degradación 
• Secreción 

• Inflamación 
• Respuesta inmune innata 
• Proteólisis y fibrosis  
• Clarificación mucociliar, daño y reparación del epitelio 

pulmonar 
• Transporte de iones 
• 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 asociación con las 

manifestaciones clínicas como: capacidad pulmonar reducida, infecciones recurrentes con 

P. aeruginosa o B. cepacia, hallazgos patológicos en radiografías de tórax, entre otros. Se 
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han realizado numerosos estudios en todo el mundo en los últimos años, analizando uno o 

varios genes modificadores y su posible interacción. (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 población 

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 fisiopatológico de la enfermedad a 

estudiar.  

El abordaje molecular de los genes modificadores consiste en “rastrear” variaciones en las 

secuencias de DNA que permitan explicar alteración de niveles o función 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 

nucleotídicas en una frecuencia mayor al 1% en la población en general. Los polimorfismos 

incluyen sustituciones de una sola base (SNPs por su siglas en inglés), deleciones o 

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

tándem (STRs por su siglas en inglés). 

Los SNPs han recibido mucha atención, 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). 

Además, se ha creado una iniciativa global para catalogar toda la variación genética 

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

Por lo general, el análisis de polimorfismos está enfocado en las siguientes regiones 

(Davies et al, 2005b): 

1. Exones, particularmente si hay sustitución de aminoácidos. 

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

transcripción. 

3. Uniones intrón-exón, las cuales pueden influir el procesamiento del RNA. 

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

función importante. 

 

1.6.2 Selección de genes modificadores: evaluación del mecanismo de la 

inflamación pulmonar 

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

ocasiona un ciclo continuo de infección crónica e inflamación dominada por un infiltrado 

neutrofílico. Esta inflamación se caracteriza por la producción incrementada de citocinas 

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

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

combinación de proteasas endógenas y bacterianas (Terheggen-Lagro et al, 2005) (figura 

5). 

Finalmente, el establecimiento de ciclos continuos de infección e inflamación 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 más de los 

siguientes factores (Courtney et al, 2004): 

1. Sobrecarga de proteasas endógenas y bacterianas. 

2. Anormalidad primaria en la producción/regulación de citocinas, proteasas e inhibidores 

de proteasas. 

3. Persistencia del estímulo para la producción de citocinas, como bacterias. 

4. Respuesta anormal del epitelio y los neutrófilos de vías aéreas inferiores. 

La inflamación es vista como una respuesta a la infección, sin embargo, hay estudios que 

muestran que la inflamación y la infección 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 

inflamación-infección. 

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

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

pulmonar. 



 

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

La búsqueda de genes candidatos se ha centrado así en la respuesta inmune o inflamatoria. 

Basándonos en trabajos realizados en otras poblaciones y en la fisiopatología de la FQ, 

seleccionamos cuatro biomarcadores: La Lectina de Unión a Manosa (MBL), la cual es una 

proteína de respuesta inmune innata que participa en opsonización y activación del 

complemento; la Interleucina 8 (IL-8), un potente quimiotáctico producido por neutrófilos y 

células epiteliales; el Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNFα) que es una citocina 

proinflamatoria, y la Alfa-1-antitripsina (AAT), antiproteasa que es el mecanismo de 

defensa contra la elastasa liberada por los neutrófilos. De acuerdo a las funciones que 

desempeñan, mismas que serán detalladas a continuación, podemos deducir que el defecto 

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

23 
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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 Unión 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 proteína secretada por el hígado 

como parte de la respuesta de fase aguda. Ésta proteína conduce a la opsonización así como 

a la activación de la cascada del complemento (Presanis et al, 2003). El gen que la codifica 

se denomina MBL2, y se localiza en la posición 10q11.2-q21. Posee 4 exones, y en el exón 

1 se han reportado 3 variantes de importancia clínica: 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 mayoría de los reportes coinciden en considerar al gen que codifica 

para MBL como el gen modificador más 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 hepática, específicamente cuando 

se presenta cirrosis (Gabolde et al, 2001), y a la unión a patógenos y colonización. En 

pacientes de Reino Unido, se observó que MBL se unió a B. cepacia para la activación de 

la cascada del complemento, pero no a P. aeruginosa, sugiriendo que en pacientes con FQ 

la deficiencia de MBL conduce a susceptibilidad por infección con B. cepacia (Davies et al, 

2000). En pacientes suecos colonizados con Staphylococcus aureus, los genotipos 

deficientes de MBL se asociaron con función 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 población mexicana.  

 
Tabla 4. Descripción de los polimorfismos del exón 1 del gen MBL2 

Polimorfismo Gen Transcrito Posición 
relativa en 

el transcrito 

Posición 
relativa 

en la 
proteína 

Amino 
Ácido 

MBL2:  B: rs1800450 
Alelos C/T. Alelo 

ancestral: C 

ENSG00000165471 ENST00000373968 226-226 54-54 G/D 

MBL2 C = rs1800451 ENSG00000165471  ENST00000373968 235-235 57-57 G/E 
MBL2 D = rs5030737 

 
ENSG00000165471  ENST00000373968 219-219 52-52 R/C 

 

1.6.4 Interleucina 8 (IL-8) 

Las quimiocinas son un grupo de moléculas pequeñas (8 a 14 kDa) estructuralmente 

relacionadas y principalmente de naturaleza básica, que regulan el tráfico celular de 

diversos tipos de leucocitos a través de interacciones con un grupo de receptores acoplados 

a proteínas G. Juegan un papel importante en desarrollo, homeostasis, y función 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 neutrófilos-1 (NAP1, por sus siglas en inglés), Citocina 

pequeña inducible subfamilia B miembro 8 (SCYB8, por sus siglas en inglés), Péptido 

factor quimiotáctico de neutrófilos derivado de monocitos 1 (MAP1), Proteína 

quimiotáctica de granulocitos 1(GCP1, por sus siglas en inglés) y Quimiocina 8 ligando 

CXC (CXCL8, por sus siglas en inglés) (OMIM #146930). Esta sustancia quimiotáctica es 

producida por una enorme variedad de células en respuesta a diferentes estímulos 

http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Population?db=core;t=ENST00000373968;v=rs1800450;source=dbSNP
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Variation_Gene?db=core;g=ENSG00000165471;v=rs1800451;source=dbSNP;
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Population?db=core;t=ENST00000373968;v=rs1800451;source=dbSNP
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Variation_Gene?db=core;g=ENSG00000165471;v=rs5030737;source=dbSNP;
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Population?db=core;t=ENST00000373968;v=rs5030737;source=dbSNP
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inflamatorios como lipopolisacáridos de bacilos gramm-negativos o a otras citocinas como 

TNFα e Interleucina 1β (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-q13, y se ha descrito una 

variante de importancia en el promotor: -251 T/A (rs4073, alelo ancestral: A). La variante -

251T se reportó en alemanes como factor de riesgo para asma bronquial (Heinzmann et al, 

2004), mientras que la variante -251A en familias del Reino Unido mostró 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 encontró protector del desarrollo 

de sarcoma de Kaposi visceral en pacientes con Síndrome de Inmunodeficiencia Adquirida 

(van der Kuyl et al, 2004) y otro estudio en irlandeses mostró menor riesgo de desarrollar 

enfermedad de Parkinson (Ross et al, 2004). Finalmente, existe evidencia de la no 

asociación con asma y RSV de la variante -251T (Puthothu et al, 2006), pero sí de la 

variante recientemente descrita en alemanes IL-8 -781C/T (rs2227306). 

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 

detectó 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 población se ha relacionado a cáncer de 

estómago e infección con Helicobacter pylori (Garza-Gonzalez et al, 2007). 
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1.6.5 Factor de necrosis Tumoral alfa (TNFα) 

Es una citocina pro-inflamatoria producida por diversas células, principalmente por 

macrófagos, que promueve la adhesión y migración de leucocitos, modula la 

hematopoyesis y el desarrollo de los linfocitos, induce otras citocinas y tiene un papel 

importante en la activación de macrófagos 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 

región HLA clase III del complejo mayor de histocompatibilidad. Se conocen seis SNPs 

localizados río arriba en las posiciones -857, -851, -376, -308 y -238, así como en la región 

codificante en la posición +691. El alelo denominado TNF2 (-308A, rs 1800629) es el más 

estudiado, pues parece ser un fuerte activador transcripcional, y está asociado a niveles 

altos de TNFα, comparado al alelo TNF1 (-308G) (Chen et al, 2006). El análisis de las 

variantes TNF1/TNF2 en niños de Reino Unido con FQ demostró una asociación del 

genotipo heterocigoto con enfermedad pulmonar severa, medida como FEV1 (Hull y 

Thomson, 1998). Otro estudio en población de Checoslovaquia y Bélgica demostró una 

asociación entre locus polimórfico TNFα +691g ins/del y severidad en la enfermedad 

pulmonar (Yarden et al, 2005). Un estudio de comparación de sobrevivencia y frecuencias 

genotípicas en pacientes norteamericanos encontró diferencias para los genotipos TNFα-

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 TNFα-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 población Mexicana (Sanchez-

Dominguez et al, 2008), y en enfermedades como: lupus eritematoso sistémico (Zuniga et 

al, 2001), enfermedad reumática de corazón (Hernandez-Pacheco et al, 2003), colitis 
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ulcerativa (Yamamoto-Furusho et al, 2004), fiebre reumática (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); así como en relación a 

envejecimiento (Soto-Vega et al, 2005), y alteraciones en el perfil de lípidos (Parra-Rojas 

et al, 2006). 

 

1.6.6 Alfa (α)-1 Antitripsina (AAT) 

La AAT, también denominada anti-elastasa y serpina 1, es un inhibidor de serin proteasas 

sintetizado principalmente en el hígado y en los macrófagos alveolares, que provee la 

principal defensa contra la elastasa de neutrófilos (OMIM #107400). Se ha propuesto que el 

balance proteasa-antiproteasa es de vital importancia para evitar el daño al parénquima 

pulmonar. El gen se localiza en el brazo largo del cromosoma 14, en la región 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 está asociada a 

una tasa de declinación acelerada en la función pulmonar (Sandford et al, 2001).  

 
Tabla 5. Descripción de los polimorfismos de la AAT 

Alelo Efecto SNP de referencia 
S Glu264Val A1A rs17580 (rs455519139) 
Z Glu342Lys rs28929474 

 

Existen reportes contradictorios de la influencia de los polimorfismos de AAT en FQ. Un 

estudio en Inglaterra mostró asociación de los genotipos de deficiencia con una mejor 

función pulmonar (Mahadeva et al, 1998a), aunque el mismo autor sugiere la realización de 

más estudios para involucrar más pacientes con fenotipos severos (Mahadeva et al, 1998b). 
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Otro estudio en Alemania mostró que en relación a infección con P. aeruginosa, no existió 

una influencia de los fenotipos de deficiencia, aunque el número de pacientes portadores de 

la deficiencia fue bajo (Meyer et al, 2002). Un estudio en población canadiense de 

pacientes con FQ, no mostró asociación con los alelos de deficiencia (Frangolias et al, 

2003). 

La deficiencia de AAT se creía que ocupaba el segundo lugar en frecuencia, superada sólo 

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 Canadá y 1 en 11.3 Estados Unidos (de 

Serres, 2003). Por otro lado, enfermedades pulmonares han mostrado tener relación con la 

deficiencia de AAT, como la enfermedad pulmonar obstructiva Crónica (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 población recientemente se 

publicó el reporte de frecuencias, donde el alelo Z no fue detectado y el alelo S se encontró 

presente en una proporción del 1.2% en población del noreste de México (Sanchez-

Dominguez et al, 2008). 
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2. JUSTIFICACIÓN DEL PROYECTO 

La conclusión del proyecto del genoma humano en el año 2003, nos permitió alcanzar uno 

de los logros más 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 número menor de genes de lo que se pensaba (unos 

30, 000). Actualmente se tiene almacenada toda esta información en bases de datos y con la 

mejora en las herramientas de análisis, toda esta información se encuentra en espera de ser 

descifrada, para no sólo identificar las mutaciones responsables de una determinada 

enfermedad, sino también encontrar las pistas que nos indiquen qué nos hace más 

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 desórdenes genéticos más 

frecuentes, los esfuerzos se habían encaminado a encontrar las mutaciones en el gen 

RCTFQ que hasta hace poco, se consideraba el único gen responsable del cuadro clínico de 

la FQ. Con la información generada desde su descubrimiento como entidad separada a la 

fecha, se ha demostrado que no basta diagnosticar la mutación sino comprender los factores 

involucrados en las manifestaciones clínicas de la enfermedad. Se ha propuesto la 

participación de alrededor de 45 genes modificadores en la fisiopatología y en la variación 

del cuadro clínico (Cutting, 2005; Collaco y Cutting, 2008; Corvol et al, 2008). Es por ello 

que en este trabajo nos enfocamos al análisis de la mutación 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 asociación de las características genotípicas 

con las fenotípicas y considerando una amplia revisión bibliográfica, se observó que los 

genes modificadores mas atarctivos de ser estudiados eran IL-8, TNFα, AAT y MBL. De 

acuerdo a la función de cada una de estas proteínas, podemos deducir que la alteración 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 

fisiopatología de la FQ y encontrar la posible interacción de factores genéticos ajenos al 

RCTFQ, y determinar si estos genes modificadores podrían ser un factor de riesgo en el 

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

 

3.1 Hipotesis 

Los polimorfismos en los genes modificadores MBL, IL-8, TNFα y AAT y sus niveles de 

expresión, junto con el análisis de las mutaciones en RCTFQ y las variables clínicas pueden 

ayudar a establecer si existe una correlación 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, así como los polimorfismos de 

los genes modificadores MBL, IL-8, TNFα y AAT y sus niveles de expresión, en referencia 

a las variables clínicas para determinar si existe correlación con la severidad del cuadro 

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

1. Establecer un banco de DNA y datos de pacientes con FQ, así como DNA de 

testigos. 

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

3. Obtener las frecuencias alélicas y genotípicas de los genes modificadores MBL, IL-

8, TNFα y AAT en testigos y determinar si la población se encuentra en equilibrio 

de Hardy-Weinberg.  

4. Obtener las frecuencias alélicas y genotípicas de los genes modificadores en 

pacientes con FQ y determinar si existe dependencia con la enfermedad y factor de 

riesgo. 

5. Comparar los niveles de proteínas MBL, IL-8, TNF α y AAT en suero/plasma de 

pacientes y testigos, y correlacionar con el genotipo de los genes modificadores. 

6. Determinar si existe una correlación entre los polimorfismos en los genes 

modificadores, el genotipo en RCTFQ, las variables clínicas y el fenotipo pulmonar 

de la FQ. 
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4. MATERIALES Y MÉTODOS 

4.1 Reactivos 

El estuche para el tamizaje de las 36 mutaciones fue INNO-LiPA CFTR36 de Innogenetics 

(Technologiepark 6, 9052 Gent, Belgium). Se utilizó amortiguador de PCR, MgCl2 y 

dNTP´s (Promega, Madison WI 53711, EUA). La Taq DNA Polimerasa se produjo en el 

laboratorio a partir de una cepa de Escherichia coli recombinante. Los oligonucleótidos 

fueron de la marca Invitrogen (Carlsbad, CA 92008, EUA.). Las endonucleasas de 

restricción Ban I, Mbo II, 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 

sódico 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 así como la fuente de poder Power Pac 3000 fueron de Bio Rad (Hercules, CA 

94547, EUA). El Sistema de fotodocumentación Modelo M-26 de la marca UVP, LLC 

(Upland, CA, EUA), el Nanodrop 1000 y la cámara de electroforesis Maxicell EC360M 

fueron de Thermo Scientific (Wilmington, Delaware EUA), y la cámara de electroforesis 

horizontal de la marca Fotodyne (950 Walnut Ridge Drive. Hartland, WI 53029 EUA). De 

Lab Line Instruments (Melrose Park, Ill, USA) fueron la placa de agitación orbital Mod 
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3508 y el baño de agua con agitación 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 centrífugas fueron Micro Eppendorf Modelo 5417C 

(Westbury NY 11590 EUA) y Labnet Hermle Line Z300K (Eddison, NJ 08837, EUA). Las 

pipetas de precisión de 2, 10, 20, 100 y 1000 μL fueron de la marca Pipetman (Middleton, 

WI 53562, EUA). 

 

La estrategia de trabajo se presenta en la figura 6. 

 



 
 
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 Selección 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 inclusión 

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 mutación en RCTFQ (en 

casos excepcionales sin mutación diagnosticada si el cuadro clínico 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 exclusión 

• Pacientes que no cumplieron los criterios de inclusión. 

• Pacientes que abandonaron el estudio 

• Pacientes a quienes se les diagnosticó algo diferente a FQ 

• 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 mínimo de dos veces al año) y que en el expediente se hubieran 

registrado los siguientes datos: 

1. Fecha de nacimiento 

2. Sexo 

3. Edad de Diagnóstico 

4. En caso de fallecimiento, edad del deceso 

5. Grado de enfermedad Pulmonar, se clasificó como leve, moderada y severa. Para 

menores de 6 años se consideró el cuadro clínico y para mayores de 6 años se midió 

FEV1 además del cuadro clínico. 

6. Presencia de insuficiencia pancreática 

7. Presencia de enfermedad hepática 

8. Persistencia de enfermedad con P. aeruginosa demostrada por cultivo 

9. Persistencia de enfermedad con B. cepacia demostrada por cultivo 

10. Cor Pulmonale 

11. Indice de masa corporal (IMC) 

12. Ileo meconial 

13. Estado socioeconómico (malo, regular, bueno) 
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4.3.3 Selección de personas testigo 

Los testigos fueron sujetos sin FQ voluntarios del área médica, que contestaron un 

cuestionario y firmaron una carta de consentimiento. Se les tomó muestra de sangre que se 

empleó para el análisis de polimorfismos y citocinas en plasma. 

Criterios de inclusión.  

a) Ser originarios del noreste de México, al menos desde dos generaciones previas. 

b) No padecer alguna de las siguientes enfermedades: 

• Infecciones respiratorias recurrentes (más de 10 veces al año) 

• Asma 

• Alergia 

Criterios de exclusión:  

• Testigos que no cumplan los criterios de inclusión. 

• Testigos que no firmaron la carta de consentimiento o no accedieron entrar al 

estudio 
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4.3.4 Extracción 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 (Martínez-Jarreta 1999). El tubo conteniendo la sangre se centrifugó a 

1,700 X g por 10 min. De la interfase se tomaron 500 µL para recuperar el paquete de 

células blancas y se colocaron en un microtubo de 2.0 mL. Se agregaron 200 µL de 

amortiguador de lisis TSNT (Triton X100 2%, SDS 1%, NaCl 100 mM, Tris HCl pH 8 

10mM, EDTA pH 8 1mM) y se mezcló por inversión o en vórtex durante 30 seg. Se 

agregaron 500 µL de fenol saturado y se mezcló por inversión o en vórtex durante 30 seg. 

Se añadieron 100 µL de sevag (Cloroformo-alcohol isoamílico 24:1 v/v) y se mezcló en 

vórtex durante 5 min. Se añadieron 100 µL de TE 1X y se mezcló por inversión o en vórtex 

durante 30 seg, y finalmente se centrifugó 8 min, a 20,800 X g. 

Se transfirió la fase acuosa a un microtubo de 1.5 mL. Se agregaron 2 volúmenes de etanol 

absoluto y se mezcló gentilmente por inversión. Se centrifugó la pastilla de DNA 8 min a 

20,800 X g y se decantó el sobrenadante. Se lavó la pastilla agregando 500 µL de etanol al 

70%. Se centrifugó 8 min a 20,800 X g, se secó la pastilla de DNA a temperatura ambiente, 

y se resuspendió la pastilla en 200 μL TE 1X (EDTA 100mM y Tris HCl 1M). El DNA fue 

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

El diagnóstico de la mutación se realizó con el estuche comercial INNOLiPA CFTR36. 

Consistió en dos reacciones de PCR múltiplex con iniciadores biotinilados. Una vez 

verificada la amplificación en un gel de agarosa al 2%, los productos se hibridaron en 

sondas unidas a membrana. Un resultado positivo se manifestó como la aparición de una 

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

 

4.5 Determinación de las frecuencias alélicas y genotípicas 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 empleó el DNA proveniente de un testigo. Se realizaron gradientes 

de temperatura y una vez seleccionada la temperatura adecuada, se tituló la concentración 

de iniciadores y MgCl2. Los productos amplificados se analizaron mediante digestión con 

enzimas de restricción (PCR-RFLPs). Finalmente se procedió a procesar los DNA 

provenientes de los grupos de estudio de pacientes y testigos. 
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4.5.1 Identificación de los alelos A, B, C y D del exón 1 del gen MBL2 

Se realizó basándose en el método descrito por Tin et al, 2005. La reacción de PCR para la 

amplificación del fragmento del exón 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 detección de los alelos A, B, C y D del gen 
MBL2. 

Reactivo Concentración Final 
Amortiguador 10X 1X 
Iniciador E1-MBL F O.5 μM 
Iniciador E1-MBL R 0.5 μM 
MgCl2 1.5 mM 
dNTP´s 0.2 mM 
Taq DNA polimerasa 2.5 U 
DNA 0.2-1 μg 
Agua ultrapura estéril CBP 25 μl 

 

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 40 ciclos al paso 2  
6 72 10 min 

 

La identificación de los alelos A, B, C y D se realizó mediante digestión por separado con 

las enzimas de restricción Mwo I, Mbo II y Ban I respectivamente, para lo cual se empleó 6 

μL de producto amplificado. Las condiciones se especifican en la tabla 8. 
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Tabla 8. Condiciones de digestión del producto amplificado de MBL2. 
Codón Enzima Cantidad, U Temperatura  ºC 
52 Mwo I, 5 U/ μL 1 60 
54 Mbo II, 5 U/ μL 1 37 
57 Ban I, 20 U/ μL 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 II, se analizó en gel de agarosa al 3% (con 1% de Nusieve), teñido con 

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

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

documentación UVP. 
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4.5.2 Identificación del polimorfismo -251 T/A del gen que codifica para IL-8 

Se realizó basándose en el método descrito por Lee et al, 2005. La reacción (tabla 9), y el 

programa de PCR en el termociclador PTC 100 de MJ Research (tabla 10) se describen a 

continuación. 

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

Reactivo Concentración Final 
Amortiguador 10X 1X 
Iniciador IL-8-F2 0.2 μM 
Iniciador IL-8-R 0.2 μM 
MgCl2  2 mM 
dNTP´s 0.2 mM 
Taq DNA polimerasa 2.5 U 
DNA 0.2-1 μg 
Agua ultrapura estéril CBP 25 μl 

 

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 5 m 
5 30 ciclos al paso 2  
6 72 10 min 

 

Para la identificación de los alelos -251T/A se sometió a digestión 6 μL de producto 

amplificado con 1 unidad de la enzima Mfe I (5 U/ μL) a 37°C durante toda la noche. Los 

productos de las digestiones se analizaron en un gel de agarosa al 1% teñido con bromuro 

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

amplificado sin digerir. La imagen se documentó en el sistema de foto documentación 

UVP. 



45 

4.5.3 Identificación del polimorfismo -308 G/A del promotor del gen que 

codifica para TNFα 

La identificación de los alelos TNF1 (G) y TNF2 (A) del promotor del gen de TNFα (Chen 

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

Rad (tabla 12) se muestran a continuación. 

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

Reactivo Concentración Final 
Amortiguador 10X 1X 
Iniciador TNF308-F 0.5 μM 
Iniciador TNF308-R 0.5 μM 
MgCl2  1.5 mM 
dNTP´s 0.2 mM 
Taq DNA polimerasa 2.5 U 
DNA 0.2-1 μg 
Agua ultrapura estéril CBP 25 μl 

 
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 identificación de las versiones normal (G) y mutante (A) del polimorfismo -308 se 

realizó por digestión de 6 μL de producto amplificado con 0.3 U de la enzima Nco I  (5 

U/ μL) y se incubó a 37°C durante toda la noche. Los productos de las digestiones se 

analizaron en un gel de agarosa al 2% teñido con bromuro de etidio. Se comparó contra el 

marcador de pares de bases pBS + Msp I, y producto amplificado sin digerir. La imagen se 

documentó en el sistema de foto documentación UVP. 
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4.5.4 Identificación de los alelos S y Z del gen que codifica para la AAT 

Las condiciones para la reacción 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 continuación. 

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

Reactivo Concentración Final 
Amortiguador 10X 1X 
Iniciador AATS-F 1 μM 
Iniciador AATS-R 1 μM 
MgCl2  2 mM 
dNTP´s  0.2 mM 
Taq DNA polimerasa 2.5 U 
DNA 0.2-1 μg 
Agua ultrapura estéril CBP 25 μl 

 
 
Tabla 14. Condiciones de la PCR para la detección del alelo Z de la AAT. 

Reactivo Concentración Final
Amortiguador 10X 1X 
Iniciador AATZ-F 0.5 μM 
Iniciador AATZ-R 0.5 μM 
MgCl2 1.5 mM 
dNTP´s 0.2 mM 
Taq DNA polimerasa 2.5 U 
DNA 0.2-1 μg 
Agua ultrapura estéril CBP 25 μl 
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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 35 ciclos al paso 2  
6 72 10 min 

 

La identificación de las versiones normal y mutante de los alelos S y Z de AAT se realizó 

mediante digestión con la enzima de restricción Taq I, para lo cual se sometió a digestión 6 

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

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

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

amplificado sin digerir. La imagen se documentó en el sistema de foto documentación 

UVP. 
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4.6 Cuantificación de proteínas en suero/plasma y esputo de pacientes y testigos 

mediante ELISA 

Para la detección 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 colectó por emisión espontánea en un recipiente estéril. Se siguió el método 

proporcionado por el Dr. Sagel del Children´s Hospital de Denver, Colorado (comunicación 

personal). 

Se determinó el peso de la muestra de esputo. Se mezcló 1 parte de esputo con 3 partes de 

PBS estéril a temperatura ambiente y 4 partes de esputolisina al 10% recién preparada. Se 

incubó en un baño de agua a 37°C con agitación a 160-170 rpm por 15 min, mezclando el 

espécimen con una pipeta de transferencia de polietileno cada 5 min para asegurar la 

homogenización completa. 

Se centrifugó el homogenado a 250 X g, 10 min, a 4°C. Se transfirió el sobrenadante con 

una pipeta de transferencia de polietileno por aspiración en otro tubo de polipropileno de 

centrífuga. Se centrifugó el sobrenadante a 4000 x g por 20 min a 4°C para colectar los 

restos celulares. Se transfirió el sobrenadante con una pipeta de transferencia de polietileno 

a un tubo de centrífuga de polipropileno. 
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Se almacenó a -70°C una parte del sobrenadante en alícuotas de 1 mL en tubos de 2 mL 

etiquetado como “sin inhibidores”, con la identificación del paciente para estudios 

posteriores. 

Al resto se le agregó PMSF 100 mM a razón de 1 μL/mL, y EDTA 200 mM a razón de 25 

μL/mL (ambos componentes actúan como antiproteasas). Se almacenó en alícuotas de 1 

mL en tubos de 2 mL etiquetado como “con inhibidores”, con la identificación del paciente, 

y se almacenó a -70°C. Todas las pastillas fueron almacenadas a -70°C para estudios 

futuros. 

 



4.6.2 Cuantificación de MBL funcional 

Se utilizó 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 realizó 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 

detectó con un anticuerpo monoclonal anti-MBL biotinilado. Ésto se cuantificó mediante 

un conjugado de peroxidasa de rábano y estreptavidina con posterior incubación con el 

sustrato cromógeno, lo cual permitió la cuantificación de MBL funcional presente en el 

calibrador o muestra añadida mediante un lector de placas de ELISA. Los calibradores de 

0.5, 1, 2, 5, 10, 20 y 50 ng/mL, así como las muestras fueron analizados por duplicado. El 

método en general se presenta en la figura 7. 

 

Figura 7. Esquema general del desarrollo de ELISA para medir MBL funcional. 
50 
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4.6.3 Cuantificación de IL-8 

Se utilizó el estuche Quantikine Human CXCL8/IL-8 (R&D Systems). Se empleó la técnica 

cuantitativa de enzimo-inmunoenzayo tipo sándwich. 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 agregó un anticuerpo policlonal anti IL-8 

conjugado con peroxidasa. Finalmente para la reacción de color se añadió 

tetrametilbencidina a los calibradores y muestras. La cuantificación de IL-8 se realizó 

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, así como las muestras fueron analizados por duplicado (figura 8).  

 

4.6.4 Cuantificación de TNFα 

Se utilizó el estuche Quantikine Human TNF-α/TNFSF1A (R&D Systems). Se empleó la 

técnica cuantitativa de enzimo-inmunoenzayo tipo sándwich. Se agregaron los calibradores 

y las muestras en pozos pre-cubiertos con anticuerpos monoclonales anti TNFα. 

Posteriormente se agregó un anticuerpo policlonal anti TNFα conjugado con peroxidasa. 

La adición final de tetrametilbencidina como sustrato cromógeno permitió la cuantificación 

de TNFα presente en el calibrador o muestra añadida 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, así como 

las muestras se analizaron por duplicado (figura 8). 

 



4.6.5 Cuantificación de AAT 

Se utilizó el estuche α1-Antitrpsin Clearance EIA (Alpco Diagnostics, Cat. No. 30-6752). 

El ensayo consistió en la técnica cuantitativa de enzimo-inmunoenzayo tipo sándwich, 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 incubación, la AAT se fijó por el anticuerpo 

inmovilizado. Después se agregó un anticuerpo anti AAT conjugado con peroxidasa. Se 

utilizó tetrametilbencidina como sustrato cromógeno, y se cuantificó la AAT presente en el 

calibrador o muestra añadida mediante un lector de placas de ELISA. Los calibradores de 

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

 

Figura 8. Esquema general del desarrollo del ELISA para medir TNFα. El mismo 
esquema es válido para IL-8 y AAT. 
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4.7  Correlación entre los polimorfismos de genes modificadores, genotipos en 

RCTFQ, variables clínicas y fenotipo pulmonar 

Para determinar la presencia de correlación entre las variables analizadas y el fenotipo 

pulmonar se simplificó el genotipo en RCTFQ clasificando los pacientes como 

ΔF508/ΔF508, ΔF508/X y X/X, donde X es una mutación (conocida o desconocida) 

diferente a ΔF508. Para MBL, como otros autores lo han reportado (Garred, 1999; 

Buranawti, 2007), en ocasiones se agrupó a los portadores heterocigotos de una mutación 

(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 

estadísticamente de manera directa. 
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4.8 Análisis estadísticos 

Se emplearon los programas Excel, Minitab y SPSS. 

• Las frecuencias de los genes modificadores se analizaron empleando la prueba de 

ajuste de bondad mediante la Chi cuadrada (X2) para determinar si la muestra de la 

población del Noreste de México se encontraba en Equilibrio de Hardy-Weinberg, 

• La comparación de genotipos de genes modificadores de pacientes contra testigos se 

realizó con pruebas de independencia basadas en X2 y Razón de momios (OR). 

• Los niveles de proteínas en suero/plasma de pacientes y testigos se compararon 

mediante la Prueba U de Mann-Whitney. 

• La correlación entre los polimorfismos en los genes modificadores, el genotipo en 

RCTFQ, las variables clínicas y el fenotipo pulmonar se determinó mediante la 

prueba de correlación de Rho de Spearman (rS). 

• La sobrevida de los pacientes para encontrar factores clínicos y genéticos 

determinantes, se verificó mediante gráficas 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 Características del grupo de pacientes y tipos de muestras obtenidas 

I. Obtención del DNA 

Se reunieron 81 DNAs de pacientes con FQ en cantidad y calidad adecuadas para el análisis 

molecular en RCTFQ y frecuencias alélicas y genotípicas de genes modificadores, con las 

siguientes características: 

a) Del banco de DNA de la Unidad de Diagnóstico 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 clínicos característicos de FQ 

negativos para las 36 mutaciones analizadas (n=4). 

II. Muestras biológicas adicionales. 

De 11 pacientes se recolectó suero/plasma y cinco de éstos fueron productores espontáneos 

de esputo y fue recolectado y procesado para el análisis de proteínas (figura 9). 

 



5.1.2 Características 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 región noreste de México (figura 10). La edad promedio fue 

25.94 ± 7.65, y el 80% fueron mujeres. Estos DNAs se emplearon para el análisis de las 

frecuencias alélicas y genotípicas de genes modificadores. 

II. Muestras biológicas adicionales. 

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

 

 

 

 

 

Figura 9. Muestras de DNA, suero/plasma y esputo recolectadas de los grupos de 
estudio y tipo de análisis realizados. 
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Nuevo León Coahuila Tamaulipas SLP
 

 
Figura 10. Distribución geográfica de los 104 testigos incluidos en el trabajo. Se indica 
el número 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 

clínico completo para los estudios de correlación. De ellos a continuación se presentan los 

datos demográficos más relevantes: 

• Sexo: 21 pacientes hombres y 19 mujeres. 

• Edad de diagnóstico: edad promedio 5.1 años, mediana: 3 años, moda: 1 año 

(desviación estándar de 6.4), con un rango de edades de 0 a 34 años. 

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

severo. 

• Edad de fallecimiento: 16 pacientes: 10 mujeres y 6 hombres, de un promedio de 

edad de 13.4 años, con mediana y moda de 8 años (desviación estándar 10.99). El 

rango fue de 2 a 38 años. 

• Insuficiencia pancreática: 18 hombres y 18 mujeres. 

• Enfermedad hepática: 6 hombres y 1 mujer. 

• Infección con P. aeruginosa y B. cepacia: 18 positivos para P. aeruginosa, 14 

positivos para P. aeruginosa y B. cepacia, y 8 negativos para ambas.  

• Cor pulmonale: 8 hombres y 10 mujeres, perteneciendo cuatro al fenotipo pulmonar 

moderado y 14 al severo. 

La distribución geográfica de los pacientes se muestra en la figura 11. 
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Figura 11. Distribución geográfica de los 40 pacientes con expediente clínico incluidos 
en el trabajo. Se indica el número de pacientes y entre paréntesis el porcentaje 
correspondiente para cada estado. 
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5.2.1 Características del subgrupo de pacientes homocigotos ΔF508  

Debido a la frecuencia de la mutación ΔF508, se describió las características clínicas del 

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

insuficiencia pancreática y la infección por P. aeruginosa. 

 
Tabla 16. Características clínicas del subgrupo de pacientes homocigotos ΔF508 
(n=12). 

Signo clínico No. de Pacientes % 
Enfermedad pulmonar leve 3 23 
Enfermedad pulmonar moderada 4 33 
Enfermedad pulmonar severa 5 42 
Insuficiencia pancreática 12 100
Enfermedad hepática 4 33 
Infección recurrente con P aeruginosa 10 83 
Infección 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 mutación 

ΔF508 en uno (n=5) o ambos (n=6) alelos. Una paciente ΔF508 homocigoto con 

enfermedad pulmonar leve, presentó cuadro hepático e insuficiencia pancreática que 

influyeron en la sobrevivencia. Los tres pacientes fallecidos con enfermedad moderada, con 

genotipos en RCTFQ 2789+5G A/X, ΔF508/X y ΔF508 homocigoto, fueron 

diagnosticados entre los 10 y 21 años. Se graficó la distribución de número de pacientes 

fallecidos y los correspondientes genotipos (figura 12). 

 



6
(38%)

1
(6%)1

(6%)1
(6%)

2
(13%)

5
(31%)

ΔF508/ΔF508 ΔF508/X ΔF508/G542X
2789+5G -->A/X ΔF508/3849+10Kb S549N/S549N

Figura 12. Distribución de número de pacientes fallecidos de acuerdo al genotipo. 
Se incluye entre paréntesis el número 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 diagnóstico clínico de FQ, 41 de ellas se 

analizaron las mutaciones en RCTFQ durante el desarrollo de la tesis mediante hibridación 

con sondas oligo-alelo específicas. Las mutaciones en RCTFQ del resto (40) fueron 

previamente analizadas mediante estuches de hibridación con sondas ASO de 16 y 26 

mutaciones (Roche). La prueba empleada en esta tesis detectó tanto la versión 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 describió en el anexo 1. En el 55% de los pacientes se 

detectaron ambos alelos mutantes, mientras que en el 40% se detectó un alelo mutante 

(figura 14) Aquellos en los que no se detectó mutación, que corresponde a un 5%, no 

fueron descartados pues poseen el cuadro clínico característico y sus DNA serán 

secuenciados. 

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

analizados. Permanecieron sin identificar el 25% de los alelos. 



 

 
 
Figura 13. Análisis del DNA de un paciente con FQ mediante el estuche INNOLiPA 
CFTR36 (Innogenetics), el cual presentó un genotipo heterocigoto compuesto 
ΔF508/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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Figura 14. Detección de genotipos de los 81 pacientes incluidos el estudio de 
frecuencias de mutaciones en RCTFQ. Se muestra el número de pacientes en cada 
categoría y su porcentaje para la detección de ambos alelos, uno o ningún alelo mutante. 
 

Tabla 17. Frecuencias de genotipos y alelos RCTFQ en 81 pacientes con FQ. 
GENOTIPOS No % ALELOS No. % 
ΔF508/ΔF508 29 35.8 ΔF508 96 60.0 
ΔF508/X 26 32.1 G542X 8 5.0 
ΔF508/G542x 5 6.17 S549N 5 3.1 
ΔF508/3849+10kb 3 3.7 2789+5G A 4 2.5 
ΔF508/S549N 1 1.23 3849+10kb 3 1.9 
ΔF508/L206W 1 1.23 G85E 1 0.6 
ΔF508/2789+5G A 1 1.23 R1162X 1 0.6 
ΔF508/G85E 1 1.23 I148T 1 0.6 
S549N/S549N 2 2.47 R334W 1 0.6 
2789+5G A/2789+5G A 1 1.23 ΔI507 1 0.6 
G542X/R1162X 1 1.23 L206W 1 0.6 
G542X/X 2 2.47 X 40 25.0 
2789+5G-->A/X 1 1.23 N= 162  
DI507/X 1 1.23    
I148T* 1 1.23    
R334W* 1 1.23    
X/X 4 5    
Total 81 100    
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5.4 Frecuencias genotípicas y alélicas de genes modificadores en pacientes y testigos 

Se presentan a continuación los patrones de PCR-RFLPs (figuras 15 a la 18) y la 

interpretación para cada uno de los polimorfismos analizados, mediante los cuales se 

determinó el estado homocigoto normal, homocigoto mutante y heterocigoto (tabla 18). En 

la mayoría 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 restricción para la versión mutante. 

 

Tabla 18. Resumen de las estrategias experimentales e interpretación para el análisis 
de las variantes analizadas de los genes modificadores. 

Gen Alelos 
analizados 

Enzima de 
restricción 

PCR-RFLP 
normal 

PCR-RFLP 
mutante 

Referencia

MBL2 A, B, C y D Ban I 
Mbo II 
Mwo I 

A: 95+39 pb 
A: 134 pb 
A 109+25 pb 

B: 134 pb 
C: 78+56 pb 
D: 134 pb 

Tin et al, 
2005 

IL-8 -251 A/T Mfe I -251A:  
520 + 296 pb 

-251T: 816 
pb 

Lee et al, 
2005 

TNFα -308G/A 
TNF1, TNF2 

Nco I TNF1: 126+16 pb 
 

TNF2: 142 pb Chen et al, 
2006 

AAT M, S y Z Taq I M: 78 pb 
M: 123 pb 

S: 98 pb 
Z: 144 pb 

Sandford et 
al, 1999a 

 



 

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

 
Figura 16. Análisis del polimorfismo -251A/T de IL-8. El alelo ancestral A generó dos 
fragmentos de 520 y 296 pb con la enzima de restricción Mfe I, mientras que la variante T 
permaneció sin cortar (N, 816 pb). M: marcador de pares de bases. PA: producto 
amplificado. 
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Figura 17. Análisis del polimorfismo -308G/A de TNFα. El alelo normal TNF1 generó 
un fragmento de 126 pb con la enzima de restricción Nco I, mientras que el alelo mutante 
TNF2 permaneció sin cortar (142 pb). M: marcador de pares de bases. A. producto 
amplificado. 
 

 

Figura 18. Análisis 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 genotípicas y alélicas para pacientes y testigos se presentan en las tablas 19 

y 20. Para los testigos, se determinó que las frecuencias se encontraban en equilibrio de 

Hardy-Weinberg en la población analizada, cuyos cálculos 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 

normal 
Heterocigoto Homocigoto 

mutante 
Homocigoto 

normal 
Heterocigoto Homocigoto 

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 32.4 
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 
AAT M/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 97.1/2.9 98.6/1.4 100/0 

 
La tabla 21 muestra que los alelos variantes AATS y AATZ son los menos variados en 

nuestra población, mientras que los genotipos variantes MBL O y el alelo B, así como IL-8 

presentaron una alta frecuencia. 

 

5.5 Prueba de asociación y razón de momios en genotipos de pacientes contra 

testigos 

Para determinar si los genotipos de los genes modificadores analizados se comportaron 

como variables independientes (H0) o dependientes (Ha) de la enfermedad (FQ), se 

realizaron pruebas de independencia basadas en X2 y razón de momios (OR). Para TNFα, 

se encontró que TNF1/TNF2 se comportó como un genotipo de riesgo (OR: 3.43, p: <0.05, 
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X2: 6.3, p: <0.05) mientras que TNF1/TNF1 resultó un genotipo protector (OR: 0.29, p: 

<0.05, X2: 6.3, p: <0.05). 

5.6 Niveles de proteínas en pacientes y testigos 

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

El número 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 análisis de 

ambos grupos para cada proteína analizada mediante la prueba estadística para datos no 

paramétricos de Mann Whitney, mostró diferencia significativa únicamente para la IL-8 

(figura 19). 

 

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

Citocina Pacientes Testigos 
MBL (ng/mL) 2272.6 (0 a 4778) 1894 (0 a 5177) 
IL-8 (pg/mL) 20.8 (8.7-43.2) 9.1 (5.6-11.0) 

TNFα (pg/mL) 7.5 (5.05-10.04) 7.0 (5.4-9.0) 
AAT (mg/L) 2447 (337-4863) 1424 (173-3158) 

 



 

 

 

 

 

 
 
Figura 19. Resultados de la prueba estadística (A, B y D) de Mann Whitney y gráfico 
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 proteínas 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, TNFα 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 presentó un fenotipo severo y niveles elevados de TNFα e 

IL-8 en esputo. 

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

 
 
 
5.7 Correlación entre los polimorfismos de los genes modificadores, genotipo en 

RCTFQ, variables clínicas y fenotipo pulmonar 

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

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

Spearman mostró una correlación moderada del fenotipo pulmonar con infección con P. 

aeruginosa e índice 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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Figura 20. Gráfico de distribución de datos (A) y tabla de resultados (B) de la prueba 
rS de fenotipo pulmonar contra infección (P. aeruginosa PA y B. cepacia BC), para un 
total de 40 pacientes. 
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Figura 21. Gráfico de distribución 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 proteínas 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 

resultó mayor en pacientes que en testigos (4016 y 3274 ng/ml respectivamente, figura 22). 

Para estos promedios, la prueba de Mann-Whitney no demostró diferencia estadísticamente 

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 mutación 

(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). 
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Figura 22. Niveles de MBL (ng/mL) en suero en testigos y pacientes y genotipo. 
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Se realizó una prueba de correlación de Spearman de genotipo contra niveles de MBL en 

testigos y pacientes que demostró que existió una elevada correlación entre el genotipo y 

los niveles de MBL. (tabla 23). 

 

Tabla 23. Resultados de correlación entre genotipo y niveles de proteína 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 graficó los niveles de proteína y genotipo (figura 23). No se observaron 

tendencias en los niveles de proteína 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 proteínas en suero y plasma y fenotipo pulmonar en pacientes con FQ 

El número 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 

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

las cuales no muestran tendencias de acuerdo al fenotipo pulmonar. 

 

Figura 24. Gráfica de medianas de las concentraciones séricas de las proteínas (A: 
MBL, B: IL-8, C: TNFα, 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 Análisis de supervivencia 

Empleando los datos de fecha de diagnóstico, 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 línea celeste muestra que cuando la enfermedad pulmonar severa se 

encuentra presente, la sobrevida es menor a los 12 años a partir del diagnóstico de FQ; 

mientras que no existe diferencia en presentar cuadro pulmonar leve o moderado. El estado 

socioeconómico parece tener mayor influencia en la sobrevida: (p <1X10-5, figura 25B), 

pues la línea morada muestra una marcada influencia del estado socioeconómico bajo para 

una sobrevida menor a 12 años a partir del diagnóstico de FQ. 

 
Figura 25. Gráficas de Kaplan Meier que muestran la influencia de la enfermedad 
pulmonar (A) y el estado socioeconómico (B) en la supervivencia de los pacientes. En 
la figura 25A, la línea celeste mostró el comportamiento del fenotipo pulmonar severo (p= 
0.0055). Para la figura 25B, la línea morada mostró una marcada influencia del estado 
socioeconómico bajo para una sobrevida menor a 12 años. 
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Para Insuficiencia pancreática, Infección recurrente con P. aeruginosa y B. cepacia, a pesar 

que se observó una tendencia no existió influencia estadísticamente significativa en la 

supervivencia. Para enfermedad hepática (EH) esta tendencia nose observó (figura 26). 

 
Figura 26. Gráficas de Kaplan-Meier para insuficiencia pancreática (A), enfermedad 
hepática (B), P.aeruginosa (C) y B. cepacia (D). No se observó influencia 
estadísticamente significativa. 
 
 
Para los polimorfismos de los genes modificadores, el análisis estadístico no mostró 

diferencias significativas entre la sobrevida y los genotipos combinados de las diferentes 

variantes del exón 1 de la MBL (figura 27). Aunque no existen diferencias estadísticamente 

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

tendencia a disminuir la sobrevida a menos de 5 años a partir del diagnóstico, pues dos 
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pacientes fallecieron y el tercero está aún dentro del período de 5 años del diagnóstico. En 

los otros genotipos sólo se tuvo un paciente. 

 

 

 

Figura 27. Gráficas de Kaplan-Meier para las variantes de MBL2. Aunque no 
existieron diferencias estadísticamente significativas, para el genotipo A/D (27A, n=3) se 
observó una tendencia a disminuir la sobrevida a menos de 5 años a partir del diagnóstico. 
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6. DISCUSIÓN 

Este proyecto fue propuesto con la finalidad de contestar la interrogante: ¿Qué factores 

genéticos y clínicos ejercen influencia en el fenotipo pulmonar de la FQ?. El encontrar 

factores genéticos de riesgo permitiría tres cosas:  

a) Comprender el proceso fisiopatológico de la FQ y los mecanismos que están 

involucrados en el progreso de la enfermedad. 

b) Determinar un perfil de riesgo. Aquel paciente con diagnóstico de FQ que además 

presente las variantes de riesgo, sería candidato a seguimiento cuidadoso y 

tratamiento profiláctico temprano, a fin de retardar o evitar las manifestaciones más 

severas de la enfermedad. 

c) Diseño de terapias. Para las variantes que producen un exceso de proteína que 

agrava el cuadro inflamatorio, se pueden administrar antagonistas, como para TNFα 

(Volpini, 2003). En el caso de las variantes que producen cantidades de proteína 

reducidas, como MBL, se puede administrar la proteína de manera recombinante 

(Garred et al, 2002; Kilpatrick, 2003; Summerfield, 2003). 

La FQ es la enfermedad hereditaria más común en caucásicos. En Europa y EUA, existen 

redes de grupos de estudio, en los cuales se intercambia información acerca de su 

fisiopatología, incluyendo las teorías del funcionamiento del receptor mutante, el reporte de 

nuevas mutaciones, la evaluación de los paneles diagnósticos 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 Pública. Sin embargo, no se debe considerar a la FQ una enfermedad únicamente de 

caucásicos. 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 búsqueda de otros 

factores que contribuyan al cuadro clínico de la FQ no es fácil. Las revisiones 

bibliográficas nos muestran la gran cantidad de estudios al respecto. Algunos que 

seleccionamos hasta la fecha siguen siendo considerados como importantes, como son 

MBL, TNFα y AAT. Curiosamente IL-8 no había sido evaluada hasta un artículo publicado 

recientemente (Hillian et al, 2008). 

Algunos genes y sus análisis se descartan por no ser reproducibles en otras poblaciones, sin 

considerar que la diversidad genética puede influir en los estudios de asociación además del 

diseño y las condiciones del estudio. Se demostró que separar los grupos de estudio en 

niños y adultos proporciona conclusiones muy diferentes que el grupo en total (Buranawuti 

et al, 2007). 

En nuestro país existen muy pocos reportes científicos de FQ en mexicanos: 20 artículos de 

1989 al 2008, y no existen reportes de genes modificadores en la población mexicana ni 

hispana. Los genes modificadores seleccionados y sus respectivas mutaciones presentan 

reportes en otras poblaciones y permitirían comparar con nuestros resultados. 

La metodología 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 

más modernas como tiempo real y microarreglos de SNPs. Éstos podrían proporcionar más 

información, pero los costos son elevados para ofrecerse como servicio a pacientes que en 
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su mayoría no poseen los recursos, pero por otro lado, proporcionaría valiosa información 

si se realizara como un nuevo proyecto de investigación. 

 

6.1 Establecimiento de un banco de datos de pacientes con FQ y de DNA de 

pacientes y testigos  

De acuerdo a la página de la asociación Mexicana de Fibrosis Quística A.C. (AMFQ), 

Alrededor de 400 niños nacen cada año 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 años de edad por complicaciones respiratorias y desnutrición. 

Se cree que existen actualmente en México alrededor de 6,000 niños con FQ los cuales no 

tienen acceso a un tratamiento especializado (www.fibrosisquistica.org.mx). En la localidad 

del noreste de México, la Asociación Regiomontana de Fibrosis Quística 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 institución o que no han recibido el diagnóstico de FQ. El 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 institución. 

 

Procedencia de los pacientes. Tomando en cuenta los criterios de inclusión y de exclusión 

y una vez descartados aquellos pacientes que fallecieron poco después de nacer y los que 

después de su diagnóstico no regresaron a tratamiento y seguimiento, se recolectaron los 

datos clínicos de 40 pacientes con FQ. Es un número adecuado de pacientes considerando 

que el registro de la ARFQ es de 190 pacientes en casi 10 años, 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 nació en el Noreste de México. Dos proceden de otras regiones como Oaxaca 

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

 

Edades de diagnóstico y fallecimiento. El rango de edades de diagnóstico fue bastante 

amplio (0-34 años, promedio 5.1 y mediana de 3). Catorce (35%) de los pacientes fueron 

diagnosticados a una edad igual o inferior al año. Para la edad de fallecimiento se observó 

de igual manera un amplio rango de distribución (2-38 años, promedio 11.8, mediana y 

moda de 8). Existen picos en diagnóstico a los 1 y 5 años, así como de fallecimiento a los 8 

años. Se asume que la expectativa de vida en países como el nuestro es baja. Un estudio 

multicéntrico en 30,469 pacientes del período 1982-1998, mostró entre otros resultados, 

que el simple hecho de ser hispano está asociado con un alto riesgo de muerte (O'Connor et 

al, 2002). En 1989 la sobrevida fue de 27 años para EUA y de 32 años para Canadá, 

mientras que de 1982 a 1988 la media de supervivencia fue de 6 años 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 países (Torres-Vela, 2002). Según la 

AMFQ, con los recursos e infraestructura actuales los pacientes alcanzan en promedio una 

sobrevida de 12 años (www.fibrosisquistica.org.mx). Sin embargo, en este estudio los 

expedientes clínicos muestran pacientes diagnosticados en una infancia temprana que en 

estos momentos ya alcanzaron la adultez en condiciones estables. También se 

diagnosticaron pacientes tardíamente en etapas muy avanzadas de la enfermedad. Por 

ejemplo, una paciente que fue diagnosticada a los 34 años con un genotipo homocigoto 
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ΔF508. Ella permaneció desde su diagnóstico con tratamiento y seguimiento cuidadoso y 

fue candidato a transplante de pulmón. Falleció durante la etapa de escritura de esta tesis. 

 

Grado de enfermedad pulmonar. Nuestro grupo de pacientes tuvo representación en los tres 

grupos de clasificación de fenotipo pulmonar leve, moderado y severo. Este parámetro fue 

muy importante de establecer ya que los grados de correlación entre variables y fenotipo 

pulmonar se establecieron una vez definida esta clasificación. 

 

P. aeruginosa y B. cepacia. En este trabajo la infección por B. cepacia se presentó una vez 

que la infección con P. aeruginosa se estableció. Está descrito que una vez establecida la 

infección con P. aeruginosa, su erradicación se hace imposible y la enfermedad pulmonar 

se agrava con el tiempo, por lo que al complicarse con B. cepacia el pronóstico 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 fenotípicamente similares (LiPuma, 2001). 

 

Insuficiencia pancreática. En este estudio se encontró IP en el 90% de los pacientes, como 

se ha reportado en las estadísticas de otros países (Cutting, 2005). Virtualmente todos los 

pacientes con FQ manifiestan anormalidades en la función pancreática exócrina. 

Aproximadamente el 85 al 90% de los pacientes requieren suplementación con enzimas 

pancreáticas (Welsh et al, 2001).  
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Enfermedad hepática. En este estudio, encontramos 7 pacientes con enfermedad hepática 

(17.5%), con un rango de edades de 1 a 13 años, donde 3 de ellos fallecieron. Un estudio en 

241 pacientes canadienses mostró una prevalencia del 18, 29, y 41% después de 2, 5 y 12 

años de seguimiento, respectivamente. Además no se relacionó al tipo de mutaciones en el 

RCTFQ (Lamireau, 2004). 

 

Cor pulmonale. La mitad de los pacientes de este trabajo presentó Cor pulmonale, lo que 

indica un avanzado estado de afectación de la capacidad pulmonar y cardiaca. Aunque el 

Cor pulmonale está descrito dentro del cuadro pulmonar severo de FQ, prácticamente no 

hay estudios en esta área pues no se encontraron referencias bibliográficas. Se define Cor 

pulmonale como el estado de hipertrofia del ventrículo derecho originado por diferentes 

enfermedades que alteran la función o estructura de los pulmones (Martínez, 2003). El Cor 

pulmonale como complicación 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 años, con falla en el 

ventrículo derecho, por lo 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 clínica y positivos por diagnóstico 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 serán empleados en nuevos estudios 

encaminados a entender la FQ, con la debida aprobación de los pacientes que así lo deseen 

y previo dictamen del comité de ética de la institución donde se lleve al cabo dicho trabajo. 

El banco de DNA de los 104 testigos también podrá 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 proteómica, previo aviso a las personas que donaron su muestra. Con 

la ayuda de la clínica de FQ del Children´s Hospital en Denver, Colorado EUA, que 

proporcionó el protocolo de procesamiento y almacenamiento a -80°C de muestras de 

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

 

6.2 Determinación del perfil de frecuencias de mutaciones en RCTFQ 

Las frecuencias alélicas obtenidas y las reportadas en otros estudios en mexicanos, 

poblaciones hispanas y caucásicas, se presentan en la tabla 24. Aunque se conocen más de 

1500 mutaciones, el número de mutaciones causantes de enfermedad podría ser mas bajo. 

Algunas mutaciones como la I148T, a pesar que están incluidas en los paneles de 

diagnóstico, 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 últimos 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 

población mexicana. Los más recientes están centrados en mutaciones específicas (Flores-

Martinez et al, 2008; Laguna et al, 2008) y dos son importantes como referencia para el 

análisis de mutaciones (Orozco et al, 2000; Villalobos-Torres et al, 1997). Existe un reporte 

más reciente presentado en el XXXII Congreso Nacional de Genética Humana (Yokoyama-

Rebollar et al, 2007). Los tipos de estuches comerciales empleados, que varían entre 16, 24, 

33 y 36 mutaciones, la tecnología empleada en el diagnóstico, además de los criterios 

establecidos para incluir los pacientes pueden haber influido en las estadísticas previamente 

reportadas para hispanos, mexicanos y otras poblaciones (tabla 24). 

En este trabajo de tesis, la frecuencia del alelo ΔF508 fue del 60%. Esto es mayor que la 

reportada anteriormente (45%) por el mismo grupo de trabajo en población Mexicana 

(Villalobos-Torres et al, 1997). Ellos analizaron 40 pacientes mexicanos provenientes de 

Monterrey, Guadalajara y Puebla con un estuche comercial de hibridación con sondas ASO 

de 16 mutaciones (Roche) mientras que el nuestro es de 36. 

Nuestra frecuencia del alelo ΔF508 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 geográfico, 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 

secuenciación. Yokoyama-Rebollar et al, 2007 actualizaron el trabajo de Orozco e 

incluyeron nuevos pacientes de Sonora y Puebla, además de que emplearon el estuche de 

36 mutaciones de este trabajo. 
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Con respecto a las demás poblaciones, la frecuencia ΔF508 es similar a la reportada para 

españoles, caucásicos y la estadística mundial (www.genet.sickkids.on.ca/cftr/, McKone et 

al, 2003; Aliño-Pellicer et al, 2003).  

En hispanos, los reportes de la frecuencia del alelo ΔF508 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 mutación reportados por diversos autores. Sugarman et al, 

2004 analizaron hispanos residentes de EUA sin especificar los criterios de clasificación, 

provenientes principalmente de California, Nueva York y Texas. Utilizaron un panel de 187 

mutaciones mediante hibridación con sondas ASO. Shrivjer et al, 2005 analizaron pacientes 

auto identificados como hispanos, donde 49 de 257 estudiados tuvieron mezcla racial 

(extracción española o portuguesa, americano-mexicano, centroamericano, meridional, y 

del Caribe). Utilizaron la prueba Ambry para FQ mediante el análisis electroforético del 

gradiente temporal de temperatura (TTGE) seguido de secuenciación. 

En Caucásicos, el consorcio reporta las estadísticas globales respecto a un panel de las 24 

mutaciones más 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 Fundación de 

FQ de EUA, por el período comprendido entre 1991-1999. Aliño-Pellicer et al, 2003 

reportaron las estadísticas de la población española pero no el método empleado. 

En este trabajo observamos que en 83% de los pacientes con FQ presentaron la mutación 

ΔF508 en uno o ambos alelos. Esta alta frecuencia sugiere hacer primero el análisis de la 

mutación ΔF508 mediante otras técnicas más sencillas económicas como PCR y 

electroforesis, en pacientes con cuadro clínico 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 además 10 mutaciones diferentes a ΔF508, lo cual 

corresponde al 16% de los cromosomas analizados. Las frecuencias de los alelos G542X, 

R1162X y R334W reflejan la influencia española sobre nuestra población. Para las 

mutaciones S549N y 2789+5G A la federación española de FQ no tiene reporte de 

frecuencias. Para S549N nuestro resultado es del 3.1%, más alta que la reportada 

anteriormente (1.25%) por el mismo grupo de trabajo en población 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 caucásicos, así como en la estadística 

mundial, la frecuencia reportada es menor al 1%, al igual que para 2789+5G A. Esto 

parece indicar que dentro de la población hispana, estas dos mutaciones son más frecuentes 

en mexicanos que en otras comunidades. Dado que no está descrita la población de origen 

de la mutación, es difícil explicar su prevalencia. En particular, en el caso homocigoto 

S549N se sabe que existe consanguinidad. 

Un 25% de los alelos permaneció sin identificar. Debido a esto, es importante realizar 

pruebas menos costosas en nuestro país 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 análisis descritos para 

este trabajo ayudarán a coadyuvar la carencia de pruebas moleculares que puedan de una 

forma rápida y barata, hacer una correlación entre la frecuencia de las mutaciones y la 

población blanco que está presentándose a la consulta. 
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Además de lo anterior, se piensa que pacientes con FQ son diagnosticados erróneamente. 

Síntomas como tos, dificultad para respirar y disnea en niños y adultos, pueden ser 

ocasionadas por FQ, asma, alergia, infección por Bordetella pertussis, disquinesia ciliar 

primaria, anormalidades de vías aéreas, bronquitis, etc. (Weinberger y Abu-Hasan, 2007; 

Slaughter, 2007). Esto representa no solo un mal diagnóstico, sino además un perjuicio al 

paciente, dado que los signos y síntomas se agravan con el tiempo por la falta de un 

tratamiento adecuado. Finalmente, el paciente enfermo con FQ no tendrá una calidad de 

vida adecuada. 

 

6.3 Comparación de las frecuencias alélicas y genotípicas de genes modificadores en 

pacientes y testigos 

Una revisión de los últimos meses sobre genes modificadores, nos muestra que su estudio 

está siendo aplicado a áreas como enfermedad de Huntington (Weydt et al, 2009), cáncer 

colorrectal no poliposo (Scott y Lubinski, 2009), cáncer de mama (Ripperger et al, 2008), 

hipertensión 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 múltiple (Caillier et al, 2008), 

ateroesclerosis (Seidelmann et al, 2008), asma (Smith et al, 2008) y riñón poliquístico 

(Stefanakis et al, 2008), entre otros. Sin embargo, FQ sigue siendo la enfermedad genética 

donde se han abordado un mayor número de genes candidato, por su variabilidad 

fenotípica, debido a que se observa constantemente en los últimos años el estudio de genes 

modificadores. Esto es debido a la incapacidad de explicar dicha variabilidad 

principalmente en el fenotipo pulmonar con el gran número de mutaciones detectadas. 
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En este trabajo, de acuerdo a una extensa revisión bibliográfica, se seleccionaron cuatro 

citocinas para el análisis 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 llevará 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 genotípicas en las bases de datos de SNPs para 

población normal de distintos grupos étnicos se incluyeron en el Anexo 8 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/). Podemos observar que en la mayoría 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 segregación de dichos alelos que 

favoreciera el aumento del polimorfismo variante. 

 

6.3.1 Comparación 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 encontró marcadamente elevada en 

pacientes mexicanos respecto a las otras poblaciones (33.8 contra 18.3 en promedio). Esto 

parece indicar un desequilibrio en la transmisión 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. Comparación de frecuencias de genotipos para MBL2 en pacientes con FQ 
y testigos de diferentes poblaciones. 
Grupo A/A A/B A/C A/D A/O B/B B/C B/D C/D D/D O/O Autor y población 
P (n=81) 57.5 33.8 3.8 2.5 38.8 2.5 - 1.3 0.0 0 3.8 Este trabajo 
T (n=104) 61.2 22.3 4.9 10.8 31.4 3.9 2.0 2.0 1.0 0 7.7  
P (n=149) 64.4 17.8 2.1 13.0 32.9 1.4 0.7 - - 0.7 2.7 Garred et al, 1999b 
T (n=250) 62.8 19.2 5.2 10.0 34.4 1.2 - 1.2 - 0.4 2.8 Dinamarca 
P (n=112) 63.9    39.7      2.5 Yarden et al, 2004 
T (n=187) 58.8    34.6      6.6 Bélgica 
P (n=112) 58 18.8 0.9 17 36.7 1.8 0.9 0.9 0.9 0.9 5.4 Carlsson et al, 

2005 
T (n=200) 58 21 1 13 35 3.0 0 1 1 2 7 Suecia 
Pn(n=101) 62.4    28.7      8.9 Buranawuti et al, 

2007 
Pa 
(n=115) 

66.9    31.3      1.7 USA 

Paf (n=38) 55.3    31.6      13  
T (n=127) 55    36      9  
P: pacientes, T: testigos, Pn: pacientes niños, Pa: pacientes adultos, Paf: pacientes adultos fallecidos 
 
 

6.3.2 Comparación de frecuencias de IL-8 con otros reportes en testigos y 

pacientes con FQ. 

En este estudio no se encontraron diferencias estadísticamente significativas en las 

frecuencias del polimorfismo -251A/T de pacientes y testigos. Es sorprendente que a pesar 

de que IL-8 es una proteína con influencia significativa en el cuadro inflamatorio pulmonar, 

sólo existe un reporte de IL-8 en FQ (Hillian et al, 2008). La tabla 26 muestra además 

resultados de reportes relacionados a otras enfermedades, incluyendo un estudio en 

población mexicana, indicando el número de muestras analizadas y el tipo de población 

estudiada. Nuestras frecuencias en testigos son similares a las reportadas por Garza-

González, 2007 en el estudio de cáncer gástrico 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 proporción del alelo variante T respecto al alelo ancestral 

A (tabla 26). 

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

Grupos A/A A/T T/T Autor y población 
P (n=81) 16.5 51.9 31.6 Este trabajo 
T (n=104) 18.6 49.0 32.4  
Pm (n=732) 29.7 48.2 27.1 Hillian et al, 2008 
Ps (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 
Pg (n=207) 20.3 46.9 32.9 Garza-Gonzalez et al, 

2007 
Pcg (n=78) 20.5 60.3 19.2 Cáncer gástrico 
T (n=189) 17.5 46.0 36.5 México 
Pa (n=313) 20.4 47.3 32.3 Puthothu et al, 2006 
PRSV (n=133) 19.5 54.9 25.6 Asma y RSV 
T (n=268) 26.1 46.3 27.6 Alemania 

P. pacientes, T: testigos, Pm: pacientes con FQ con cuadro pulmonar moderado, Ps: pacientes con 
FQ con cuadro pulmonar severo, Pg: pacientes con gastritis, Pcg: pacientes con cáncer gástrico, Pa: 
pacientes con asma, PRSV: pacientes con virus sincitial respiratorio. Itálicas: estudios no realizados 
en FQ. 
 

6.3.3 Comparación de frecuencias de TNFα con otros reportes en testigos y 

pacientes con FQ. 

Se encontró diferencia estadísticamente significativa entre las frecuencias del polimorfismo 

-308G/A de pacientes y testigos (X2: 6.3, p:<0.05). Se muestran reportes para TNFα -

308G/A relacionados a FQ, así como a otras enfermedades (tabla 27), incluyendo un 

estudio en población mexicana, indicando el número de muestras analizadas y el tipo de 

población estudiada. Los reportes se enfocaron en la comparación 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 países. El reporte más reciente 

en población mexicana (Vargas-Alarcon et al, 2006) presentó una frecuencia del genotipo 

TNF1/TNF2 ligeramente mayor en testigos que las de nuestro trabajo (8.6 contra 5.8% 

respectivamente). 

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

Grupos TNF1/TNF1 TNF1/TNF2 TNF2/TNF2 Autor y población 
P (n=81) 82.5 17.5 0.0 Este trabajo 
T (n=104) 94.2 5.8 0.0  
P>70%FEV1 (n=57) 75.4 24.6 0 Hull y Thomson, 19988  
P<70%FEV1 (n=54) 85.5 12.7 1.8 Reino Unido 
Pn(n=101) 66.3 31.7 2 Buranawuti et al, 2007 
Pa (n=115) 73 23.5 3.5 USA 
Paf (n=38) 71 23.7 5.3  
Pe (n=84) 73.8 22.6 3.6 Sakao et al, 2002, Japón 
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>70%FEV1: pacientes con FQ con FEV1>70%, P<70%FEV1: pacientes con FQ 
con FEV1<70%, Pn: pacientes niños, Pa: pacientes adultos, Paf: pacientes adultos fallecidos, Pe: 
pacientes con EPOC, PSpa: pacientes con espondiloartritis. Itálicas: estudios no realizados en FQ. 
 

6.3.4 Comparación de frecuencias de AAT S/Z con otros reportes en testigos 

y pacientes con FQ. 

No se encontró diferencia estadísticamente significativa en las frecuencias las variantes S y 

Z de pacientes y testigos. Los resultados de las frecuencias para AAT de este trabajo, así 

como reportes bibliográficos relacionados a FQ y a otras enfermedades, indicando el 

número de muestras analizadas y el tipo de población estudiada se muestran a continuación 

(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%). Ésta baja prevalencia indica que es poco probable 

que AATS y AATZ sean candidatos para genes modificadores en estudios de correlación 

en futuros estudios. 

 

Tabla 28. Comparación de frecuencias de genotipos para AATS Y AATZ en pacientes 
con FQ y testigos de diferentes poblaciones. 
Grupos Resultados Autor y población 
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 
infancia y 72 transplantados)) 

MS: 5.1%  (3 transplantados, 1 fallecido) 
M/Z: 2.5% (1 transplantado, 1 fallecido) 

Mahadeva et al, 
1998a Inglaterra 

P (n=716) M/M: 86%   MS/SS/MZ: 14% Frangolias et al, 
2003 Canadá 

Fe (n=193) M/M: 91%   MS/SS:        9% 
M/M: 94%   MZ:             6% 

Sandford et al, 
1999b 

FS/O (n=73) M/M: 90%   MS/SS:        10% 
M/M: 100%   MZ:             0% 

EPOC, Canadá 

P: pacientes, T: testigos, Fe: fumadores con EPOC, FS/O: fumadores sin obstrucción. Itálicas: 
estudios no realizados en FQ. 
 
 

6.4 Comparación de los niveles de proteínas en suero/plasma y esputo de pacientes y 

testigos. 

En la prueba de ELISA para MBL, la presencia de mutaciones en el gen dió como 

consecuencia la unión débil a la manosa debido a MBL pobremente oligomerizada, la cual 

supone que se eliminó mediante los lavados y no se detectó valor alguno en las muestras 

analizadas. Adicionalmente, los valores encontrados por el fabricante en 108 muestras de 

población 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 medición de 34 muestras, las cuales presentaron valores 

inferiores a 31.2 pg/mL. En el caso de TNFα, el fabricante reportó la medición de 40 

muestras, las cuales presentaron valores inferiores a 15.6 pg/mL. Finalmente, para AAT el 
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fabricante reportó 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 comparación de nuestros resultados y 

los reportados en la literatura. La mayoría de los estudios, mostraron el análisis de IL-8 y 

TNFα en esputo, y su correlación a infección con P. aeruginosa o B. cepacia. Nosotros 

sólo encontramos diferencias significativas para IL-8 pero no para TNFα en suero/plasma 

de pacientes y testigos. Respecto a los niveles en esputo, la literatura mostró algunas 

diferencias las cuales puedieron deberse al método de recolección y procesamiento de 

muestras, como se discutirá enseguida, así como los métodos de análisis. Algunos trabajos, 

incluyendo éste, realizaron un procesamiento bajo tiempos y temperaturas estrictos de 

procesamiento, para la licuefacción con ditiotreitol (DTT) a 37°C, con la finalidad de 

reducir la extrema viscosidad de las secreciones y permitir una consistencia adecuada para 

su manipulación. Además se añadieron inhibidores de proteasas para evitar la degradación, 

y se almacenaron en alícuotas a -80°C. Otros trabajos únicamente diluyeron con salina 1:5 

y almacenan sin inhibidores de proteasas (Kelly et al, 2002). Sobre el análisis de 

mediadores de fase fluida, los niveles en plasma y esputo de IL-8 y TNFα tendieron a ser 

más elevados en la paciente con cuadro pulmonar severo. 
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Tabla 29. Comparación 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 

253 pg/mL (158-406) No infecc PA 
Nixon et al, 2002 

IL-8 --- 13.65 ng/mL (5.5-56.5) 
PA transmisible 

Jones et al, 2003 

IL-8  30 ng/mL ±4 Xiao et al, 2005 
IL-8 --- 42.4 ng/mL ±18.9 Infecc BC 

45.9 ng/mL ±36.4 No infecc BC 
Downey et al, 2007 

TNFα  7.5 pg/mL (5.05-10.04) 25 pg/mL (2-105) Este estudio 
TNFα --- 28 pg/mL (17-59) Ordonez et al, 2001 
TNFα --- 11 pg/mL (0-169.3) Jones et al, 2003 
TNFα  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 mayoría de los pacientes analizados presentaron alelos normales para todos 

los genes modificadores analizados (ver tablas 19 y 20) no se pudo realizar pruebas de 

correlación de niveles de proteína y genotipo. 

 

6.5 Correlación entre los polimorfismos de genes modificadores, genotipo en 

RCTFQ, variables clínicas y fenotipo pulmonar 

Dentro de las variables clínicas, nosotros encontramos correlación moderada con infección 

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 correlación). Los reportes indican que la colonización-

infección por P. aeruginosa se relaciona claramente con mayores índices de morbilidad y 

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

pulmonar y una disminución de la supervivencia; además se ha comprobado que su 
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adquisición en edades tempranas influye negativamente en el pronóstico de la enfermedad 

(Gibson et al, 2003). Los pacientes colonizados por P. aeruginosa durante los primeros 5 

años 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 más bajos de FEV1, menor percentil de peso y aumento del número de 

hospitalizaciones (Oliver et al, 2009). 

No se estableció una correlación 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 presentó un riesgo relativo (OR= 3.43) en pacientes con FQ. Estudios 

como el de Hillian, 2008 reportan una correlación 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 expresión empleando luciferasa 

como gen reportero, mediante transfección transitoria en células 9HTEo-. La inducción 

mediante una mezcla de citocinas, mostró 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) mostró datos similares para el mismo experimento, sin embargo 

cuando los niveles de transcritos endógenos se comparan en células epiteliales primarias, la 

estimulación con TNFα produce niveles marginales más elevados del haplotipo que 

presenta el alelo A. 

Por otro lado, el tamaño de muestra, la etnicidad de la población y el número 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 correlación entre 

genes modificadores y fenotipos. 

Se demostró una diferencia estadísticamente significativa en los niveles séricos de 

pacientes contra testigos para IL-8. No se observó una correlación entre el genotipo y los 

niveles séricos de proteína. 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 detectó 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 análisis de 

correlación con los niveles de proteína detectada por ELISA, existiendo una alta 

correlación sólo para MBL. 

Para niveles de proteínas por ELISA no se observaron datos relevantes en relación a AAT y 

TNFα. El paciente No. 5 con fenotipo severo presentó los niveles más altos de TNFα e IL-8 

en esputo. 

El número de muestras analizadas por ELISA no permitió realizar pruebas estadísticas entre 

niveles de proteínas y fenotipo pulmonar por lo que sólo se presentaron los resultados de 

manera gráfica. Los autores generalmente sólo compararon los niveles promedio de 

pacientes y controles, sin agrupar por severidad pulmonar (tabla 29). 

 



101 

6.6 Gráficas de supervivencia 

En nuestra población resultó evidente en primer lugar el estado socioeconómico, y en 

segundo lugar la enfermedad pulmonar. Aunque P. aeruginosa y B. cepacia parecen estar 

presentes sobre todo en etapas severas, no alcanzó significancia estadística. 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 número de 

pacientes. 
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7. CONCLUSIONES 

• Se determinó la frecuencia del alelo ΔF508, la cual fue del 60%. Además se 

detectaron 10 mutaciones más que constituyeron un 16%. Estas incluyeron G542X, 

S549N, 2789+5G A, 3849+10kb, G85E, R1162X, I148T, R334W, ΔI507 y 

L206W. Con estos resultados se alcanzó un índice de detección de alelos del 70%. 

• Se encontró que las frecuencias de los polimorfismos de los genes modificadores 

analizados en la población del noreste de México están en equilibrio de Hardy-

Weinberg.  

• Se observó 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 permitió un 

análisis de correlación con la presencia de enfermedad. 

• Se presentó una alta frecuencia de los genotipos variantes de MBL2 e IL-8 (alelo O: 

23.1 y 23.3%; alelo -251T: 57.6 y 56.9%, para pacientes y testigos 

respectivamente), sin embargo no se demostró dependencia con la enfermedad. 

• Se demostró la dependencia entre el genotipo TNF1/TNF2 y enfermedad y se 

comportó como factor de riesgo, mientras que el genotipo TNF1/TNF1 se comportó 

como factor de protección. 

• Se observó una diferencia estadísticamente significativa en los niveles de IL-8 en 

suero de pacientes contra testigos y una elevada correlación entre el genotipo y los 

niveles de MBL en suero (0.907 y 0.831 en pacientes y testigos). 

• No se demostró una correlación entre los polimorfismos de los genes modificadores 

analizados y la enfermedad pulmonar leve, moderada o severa. 
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• Se estableció una correlación moderada entre el fenotipo pulmonar e infección con 

P. aeruginosa e índice de masa corporal (0.693 y 0.683). 

• Se presentó una influencia estadísticamente significativa de la enfermedad 

pulmonar severa en la sobrevida (p=0.00555). Sin embargo, el estado 

socioeconómico pareció ejercer mayor influencia (p <1X10-5). 

• Se concluyó de los resultados de este trabajo, que el análisis inicial de la mutación 

ΔF508 en pacientes con sospecha de FQ sigue siendo la mejor opción, debido a que 

el 83% de los pacientes presentaron la mutación en uno o ambos alelos. Para 

severidad pulmonar es conveniente realizar un programa de control a pacientes con 

infección por P. aeruginosa y bajo IMC; y para la sobrevivencia se debe considerar 

la presencia de enfermedad pulmonar severa, estado socioconómico bajo, y 

posiblemente la mutación D del gen MBL2. 
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8. PERSPECTIVAS 

Deseamos enfatizar la dificultad para el diagnóstico y seguimiento de pacientes, lo cual 

tiene como consecuencia un reducido número de pacientes con diagnóstico 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 diagnóstico, tratamiento 

y seguimiento. De los resultados de este trabajo, se puede considerar de aplicación 

inmediata el análisis inicial de la mutación ΔF508 en pacientes con sospecha de FQ. En 

pacientes confirmados con FQ, considerar como factores de influencia en la severidad 

pulmonar la infección por P. aeruginosa y bajo IMC, y para la sobrevivencia de los 

pacientes, considerar a aquellos con enfermedad pulmonar severa y estado socioconómico 

bajo, así como pacientes portadores de la mutación D de MBL2. Además se debe 

considerar el genotipo TNF1/TNF2, y poner especial atención en los picos de edad de 

fallecimiento. 

Para continuar con este trabajo, nosotros recomendamos lo siguiente: 

• Difundir en el área médica las características y manejo de pacientes con FQ. 

• Continuar recolectando muestras para analizarlas en una futura etapa. 

• Para los genes modificadores, realizar estudios de expresión que permitan 

comprender la relación enfermedad, genotipo, niveles de RNA y de proteína. 

• Diseñar un estuche adecuado al perfil de mutaciones en nuestra población. 

• Realizar colaboraciones con otros grupos del país y de otros países. 
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10. ANEXOS 
 
Anexo 1. Protocolo de Análisis de mutaciones en el RCTFQ mediante 

hibridación con sondas ASO. 
 
El estuche INNOLiPA CFTR36 es capaz de detectar las versiones normales y mutantes 
siguientes: ΔF508, ΔI507, G542X, 1717-1G → A, G551D, R553X, R560T, Q552X, 
W1282X, S1251N, 3905insT, N1303K, 711 + 1G → T, 1898 +1G → A, I148T, 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; además de los 
polimorfismos 5T, 7T, 9T.  
 
 
I. Reacción de PCR  
 
1. Se rotularon los tubos necesarios de acuerdo al número de pacientes que se va a 

trabajar. 
2. Se preparó el master mix como a continuación se describe: 
 

Reactivo 

Sangre 
Parte 1 (PS1)

Sangre 
Parte 2 (PS2)

Cepillado bucal 
Parte 1 (PS1) 

Cepillado bucal
Parte 2 (PS2) 

Agua N x 14.4 μL N x 14.4 μL N x 11.4 μL N x 11.4 μL 
Amplificación 
Búfer 

N x 6 μL N x 6 μL N x 6 μL N x 6 μL 

Primer solution N x 6 μL 
(tapa amarilla)

N x 6 μL 
(tapa verde) 

N x 6 μL 
(tapa amarilla) 

N x 6 μL 
(Tapa verde) 

Taq N x 0.6 μL 
(5 U/μl Taq) 

N x 0.6 μL 
(5 U/μl Taq) 

N x 0.6 μL 
(5 U/μl Taq) 

N x 0.6 μL 
(5 U/μl Taq) 

       N: No de pacientes + 1 
       El volumen por muestra será de 27 y 24 μL respectivamente. 
 
3. Se agregó 27 (o 24, si era cepillado bucal) μL del master mix a cada tubo, teniendo 

cuidado de poner el mix correspondiente en el tubo correspondiente. 
4. Se agregó a cada uno 3 μl (0.1 a 1.5 μg) de DNA genómico proveniente de sangre o 6 

μL si se trataba de cepillado bucal (50 a 300 ng/μL, con una A260/A280 mayor a 
1.5).  Para  los controles negativos se empleó agua ultrapura estéril. 

5. Se colocaron los tubos en el termociclador  y se corrió el siguiente programa de PCR: 
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Paso Acción Tiempo/Temp No. de ciclos 

1 Desnat. Inicial 
Se recomienda Hot Start

15 min a 95ºC 1 

2 Amplificación 1 min a 95ºC 
1 min a 57ºC 
1 min a 68ºC 

30 

3 Extensión final 10 min a 68ºC 1 
  Almacenar a 4ºC  

 
II. Análisis del producto amplificado en el gel de agarosa. 
 
1. Se preparó un gel de agarosa al 2% 
2.  Se tomó 5 μL del producto amplificado y se mezcló con 1 μL de jugo azul 6X 
3. Se colocaron las muestras en el gel de agarosa al 2% y se realizó la electroforesis a 

100V durante 1 h (aproximadamente la mitad del gel). 
4. Se sumergió el gel en una solución de bromuro de etidio (2 μg/mL) durante 5 min.  Se 

lavó con agua corriente y se colocó en el transiluminador para observar las bandas 
amplificadas. 

 
Región PS16 pb 

Intrón 10 491 
Intrón 20 473 
Intrón 16 460 

Intrón 10/Exón 11 425 
Exón 21 379 
Exón 12 331 

Exón/Intrón 4 304 
Exón 5 144 

 
Región PS16 pb 

Intrón 8/Exón 9 495 
Exón 17a 473 
Intrón 19 425 
Exón 19 411 

Intrón 17a/Exón 17b 395 
Exón 7 341 
Exón 2 328 

Intrón 14b 320 
Exón 3 311 
Exón 13 181 
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III. Hibridación 
 
1. Se calentó un baño de agua con agitación a 47±0.5 ºC. Se precalentó la Solución de 

hibridación (HS) y la solución astringente de lavado (SW) en un baño de agua a 37-
47ºC. Se Mezcló hasta que los cristales se disolvieron. 

2. Usando unas pinzas, se removió el número requerido de tiras CFTR 19 y CFTR17+Tn 
y se marcaron con un lápiz. 

3. Se agregó 10 µL de Solución de desnaturalización (DS), 10 µL de amplicón PS1 y 10 
µL de amplicón PS2 en la esquina superior de cada carril por duplicado para cada 
paciente y se mezcló por pipeteo. 

4. Se mezcló la solución HS previamente calentada y se añadió cuidadosamente 2 mL al 
producto amplificado desnaturalizado en cada carril. Se mezcló suavemente por 
movimiento circular cuidando de no contaminar los carriles vecinos. 

5. Se colocó 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 solución. 

6. Se colocó la charola en el baño de agua con agitación a 47±0.5 ºC a 80 r.p.m., se tapó 
y se incubó por 90 min (la charola debió estar 1/3 a ½  sumergida en el agua, e 
inmovilizada la charola con algo pesado para que no flote). 

 
 
 
 
IV. Lavado astringente 
 
1. Se sacó la charola, se inclinó ligeramente y se aspiró con vacío.  
2. Se añadió 2 mL de solución de lavado astringente SW precalentada en cada carril y se 

enjuagó y se mezcló por movimiento circular lateral 10- 20 seg a temperatura 
ambiente. 

3. Se aspiró la solución de cada carril y se repitió este breve lavado una vez más. 
4. Se agregó 2 ml de SW precalentada en el baño de agua y se incubó con agitación a 

47±0.5 ºC a 80 rpm por 30 min. 
 
V. Desarrollo del color 
 
1. Las incubaciones subsecuentes fueron a 20-25 ºC en una plataforma agitadora. 
2. Se lavó cada tira con 2 mL de RS diluida 1:5 por 1 min. Se repitió este paso una vez 

más. 
3. Se añadió 2 mL de solución conjugado diluida a cada carril y se incubó 30 min en la 

plataforma agitadora. 
4. Se lavó cada tira con 2 mL de RS diluida 1:5 por 1 min. Se repitió este paso una vez 

más. 
5. Se Lavó cada tira con 2 mL de buffer de substrato (SB) por 1 min. 
6. Se añadió 2 mL de solución de substrato diluida 1:100 (S, preparada 10 m antes de su 

uso) a cada carril y se incubó 30 min en el agitador. 
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7. Se aspiró la solución de sustrato. El desarrollo de color se detuvo lavando las tiras dos 
veces en 2 mL de agua destilada con agitación por 3 min. 

8. Se removió el agua con vacío. Usando pinzas, se removió las tiras de los carriles y se 
colocaron sobre papel absorbente.  

9. Se dejó secar completamente. Se leyeron los resultados con ayuda de plantillas. 
10. Se almacenaron las tiras en la oscuridad. 
 
V. Interpretación 
 
Se determinó el estado homocigoto normal, homocigoto mutante, heterocigoto compuesto, 
o una mutación positiva con una segunda desconocida, mediante la presencia de líneas 
púrpura que concordaron con la plantilla correspondiente. 
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Anexo 2. Descripción de las mutaciones detectadas en RCTFQ en este trabajo. 
Mutación Cambio Exón Consecuencia Autor y año Población 

 ΔF508  

Deleción de 3 pb 
entre 1652 y 

1655 
10 deleción de Phe en 508 

Rommens et al., 
Riordan et al., Kerem 

et al. 1989 

 

 G542X  G a T en 1756 11 Gly a Alto en 542 Kerem et al. 1990 Española 

S549N G a A en 1778 11 Ser a Asn en 549 Cutting et al. 1990  

2789+ 5G 
A G a A  2789+ 5 Intrón 

14b 
Defecto de procesamiento 

del RNAm Highsmith et al. 1990 Española 

3849+ 
10kbC T C a T Intrón 

19 

Creación de un sitio 
aceptor de procesamiento 

de RNAm 
Highsmith et al. 1994 

 

G85E G a A ent 386 3 Gly a Glu en 85 Zielenski et al. 1991b  

R1162X C a T en 3616 19 Arg a codón de alto en 
1162 Gasparini et al. 1991 Italianos 

I148T T a C en 575 4 Ile a Thr en 148 Bozon et al. 1994 Franco-
canadiense 

R334W C a T en 1132 7 Arg a Trp en 334 Estivill et al. 1991  

ΔI507 
Deleción de 3 pb 

entre 1648 y 
1653 

10 Deleción de Ile506 ó 
Ile507 

Kerem et al. 1990; 
Schwarz et al. 1991 

 

L206W T a G en 749 6a Leu a Trp en 206 Claustres et al. 1993  

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

http://www.genet.sickkids.on.ca/cftr/MutationDetailPage.external?sp=246
http://www.genet.sickkids.on.ca/cftr/MutationDetailPage.external?sp=258
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Anexo 3. Protocolo de ELISA para MBL funcional 
 
Los reactivos utilizados se sacaron de refrigeración (4ºC) antes de comenzar con el ensayo 
para asegurar que al utilizarlos hubieran alcanzado la temperatura ambiente (20-25°C). Se 
removieron del empaque el número de tiras de pozos necesarias para el número 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. A cada pozo se añadieron  100 μL de suero, plasma, esputo o calibrador. 
2. La placa se cubrió e incubó durante 1 hora a temperatura ambiente (20-25°C) en 

una plataforma de agitación. 
3. Después de la incubación se aspiró el contenido de cada pozo con ayuda de una 

línea de vacío y lavó tres veces con 300 μL de tampón de lavado diluido al 1X con 
agua ultrapura. Se secó sobre toallas de papel después del último lavado. 

4. A cada pocillo de la placa se añadieron 100 μL del conjugado anti-MBL biotinilado 
y se incubó durante 1 hora a temperatura ambiente en una plataforma de agitación. 

5. La placa se lavó como en el paso 3. 
6. -A cada pozo se le añadió 100 μL de estreptavidina-HRP (peroxidasa de rábano) 
7. La placa se cubrió e incubó durante 1 hora a temperatura ambiente en una 

plataforma de agitación. 
8. La placa se lavó como en el paso 3. 
9. A cada pocillo de la placa se añadieron 100 μL de TMB (tetrametilbencidina). 
10. Se incubó la placa durante 15 min a temperatura ambiente en la oscuridad, 

cronometrando desde la primera adición de TMB. 
11. A cada pocillo de la placa se añadieron 100 μL de la solución de paro en el mismo 

orden y con los mismos intervalos de tiempo que para la adición de TMB. Se 
mezcló con agitación suave por 20 seg. En los pocillos con MBL funcional 
detectable el color cambió de azul a amarillo. 

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

13. Se construyó la curva de calibración en el programa Excel. 
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Anexo 4. Protocolo de ELISA para TNFα 
 
Los reactivos utilizados se sacaron de refrigeración (4ºC) antes de comenzar con el ensayo 
para asegurar que al utilizarlos hubieran alcanzado la temperatura ambiente (20-25°C). Se 
removieron del empaque el número de tiras de pozos necesarias para el número 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. A cada pozo se añadieron 50 μL de Diluyente de ensayo RD1F, y posteriormente 
200 μL de suero, plasma, esputo o calibrador. 

2. La placa se cubrió e incubó durante 2 horas a temperatura ambiente (20-25°C). 
3. Después de la incubación se aspiró el contenido de cada pozo con ayuda de una 

línea de vacío y lavó cuatro veces con 300 μL de tampón de lavado diluido al 1X, 
secando sobre toallas de papel después del último lavado. 

4. A cada pozo se le añadió 200 μL de anti-TNFα-peroxidasa. 
5. La placa se cubrió e incubó durante 2 horas a temperatura ambiente. 
6. La placa se lavó como en el paso 3. 
7. A cada pocillo de la placa se añadieron 200 μL de TMB (tetrametilbencidina). 
8. Se incubó la placa durante 20 min a temperatura ambiente en la oscuridad, 

cronometrando desde la primera adición de TMB. 
9. A cada pocillo de la placa se añadieron 50 μL de la solución de paro en el mismo 

orden y con los mismos intervalos de tiempo que para la adición de TMB. Se 
mezcló con agitación suave. En los pocillos con TNFα detectable el color azul 
cambió a amarillo. 

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

11. Se construyó la curva de calibración en el programa Excel. 
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Anexo 5. Protocolo de ELISA para IL-8 
 
Los reactivos utilizados se sacaron de refrigeración (4ºC) antes de comenzar con el ensayo 
para asegurar que al utilizarlos hubieran alcanzado la temperatura ambiente (20-25°C). Se 
removieron del empaque el número de tiras de pozos necesarias para el número 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. A cada pozo se añadieron 100 μL de Diluyente de ensayo RD1-85, y posteriormente 
50 μL de suero, plasma, esputo o calibrador. 

2. La placa se cubrió e incubó durante 2 horas a temperatura ambiente (20-25°C). 
3. Después de la incubación se aspiró el contenido de cada pozo con ayuda de una 

línea de vacío y lavó cuatro veces con 300 μL tampón de lavado diluido al 1X, 
secando sobre toallas de papel después del último lavado. 

4. A cada pozo se le añadió 100 μL de anti-IL-8-peroxidasa. 
5. La placa se cubrió e incubó durante 1 hora a temperatura ambiente. 
6. La placa se lavó como en el paso 3. 
7. A cada pocillo de la placa se añadieron 200 μL de TMB (tetrametilbencidina). 
8. Se incubó la placa durante 30 min a temperatura ambiente en la oscuridad, 

cronometrando desde la primera adición de TMB. 
9. A cada pocillo de la placa se añadieron 50 μL de la solución de paro en el mismo 

orden y con los mismos intervalos de tiempo que para la adición de TMB. Se 
mezcló con agitación suave. En los pocillos con IL-8 detectable el color azul 
cambió a amarillo. 

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

11. Se construyó la curva de calibración en el programa Excel. 
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Anexo 6. Protocolo de ELISA para AAT 
 
Los reactivos utilizados se sacaron de refrigeración (4ºC) antes de comenzar con el ensayo 
para asegurar que al utilizarlos hubieran alcanzado la temperatura ambiente (20-25°C). Se 
removieron del empaque el número de tiras de pozos necesarias para el número de muestras 
a ensayar. Las muestras de plasma y suero se diluyeron 1:250,000 en tampón de lavado 
diluido 1X, y las de esputo se analizaron directas y diluidas 1:5. 

1. Se lavó cinco veces los pozos a utilizar con tampón de lavado diluido al 1X, 
secando sobre toallas de papel después del último lavado. 

2. A cada pozo se añadieron 100 μL de suero, plasma, esputo o calibrador. 
3. La placa se cubrió e incubó durante 1 hora a temperatura ambiente. 
4. Después de la incubación se aspiró el contenido de cada pozo con ayuda de una 

línea de vacío y lavó como en el paso 1. 
5. A cada pozo se le añadió 100 μL del conjugado anti-AAT-peroxidasa. 
6. La placa se cubrió e incubó durante 1 hora a temperatura ambiente. 
7. La placa se lavó como en el paso 4. 
8. A cada pocillo de la placa se añadieron 100 μL de TMB (tetrametilbencidina). 
9. Se incubó la placa durante 15 min a temperatura ambiente, cronometrando desde la 

primera adición de TMB. 
10. A cada pocillo de la placa se añadieron 50 μL de la solución de paro en el mismo 

orden y con los mismos intervalos de tiempo que para la adición de TMB. Se 
mezcló con agitación suave. En los pocillos con AAT detectable el color azul 
cambió a amarillo. 

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

12. Se construyó la curva de calibración 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  

X2  = 0.268117451  
Valor de P de la prueba X2  = 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 2.3 
Frecuencia del alelo variante: 0.15  

X2  = 1.651776236  
Valor de P de la prueba X2  = 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  

X2  = 0.331337754  
Valor de P de la prueba X2  = 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  

X2  = 1.762235397  
Valor de P de la prueba X2  = 0.184346 Con 1 grado de libertad 
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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  

X2  = 0.022272457  

Valor de P de la prueba X2  = 0.881365 
Con 1 grado de 
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  

X2  = 0.0927  

Valor de P de la prueba X2  = 0.760772 
Con 1 grado de 
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  

X2  = 6.26468E-05  

Valor de P de la prueba X2  = 0.993685 
Con 1 grado de 
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/~mcourt01/Documents/Court%20lab%20-%20HW%20calculator.xls 
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Anexo 8. Comparación de frecuencias alélicas y genotípicas de los genes 
modificadores en diversas poblaciones 
 
MBL2: B: rs1800450 Alelos C/T. Alelo ancestral: C 
Población Alelo C Alelo T Genotipos 

C|C 
Genotipos 

C|T 
Genotipos 

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 
Población Alelos 

C 
Alelos T Genotipos 

C|C 
Genotipos 

C|T 
Genotipos 

T|T 
Controles del Noreste de México 0.96 0.04 0.913 0.087 0.000 
APPLERA_GI:AGI_ASP 
population  

0.821 0.179 0.641 0.359  

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:CAUC1  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:PAC1  1.000 unknown 1.000 unknown  
 
MBL2 D = rs5030737 
Población 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:CAUC1  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 
SNP500CANCER:PAC1  unknown 1.000 unknown 1.000 
 

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=1373
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_viewTable.cgi?pop=1371
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_viewTable.cgi?pop=1303
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_viewTable.cgi?pop=1724
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_viewTable.cgi?pop=1724
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=776
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_viewTable.cgi?pop=775
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_viewTable.cgi?pop=777
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_viewTable.cgi?pop=754
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_viewTable.cgi?pop=778
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_viewTable.cgi?pop=1724
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=776
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_viewTable.cgi?pop=775
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_viewTable.cgi?pop=777
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_viewTable.cgi?pop=754
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_viewTable.cgi?pop=778
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IL-8 –251 A>T SNP (rs4073), Allelos A/T, Alelo ancestral: A 
Población Alelos 

A 
Alelos 

T 
Genotipos 

A|A 
Genotipos 

A|T 
Genotipos 

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-
PANEL  

0.341 0.659 0.136 0.409 0.455 

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 
 
TNFα–308 (rs1800629) Alelos observados: A y G. Alelo ancestral: G 
Población Alelos 

(INDET) 
Alelos

A 
Alelos

G 
Genotipos 

A|A 
Genotipos 

A|G 
Genotipos

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 0.911 
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   0.217 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   0.218 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   0.205 0.795 0.045 0.318 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    

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_viewTable.cgi?pop=549
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_viewTable.cgi?pop=1335
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_viewTable.cgi?pop=4446
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_viewTable.cgi?pop=4447
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_viewTable.cgi?pop=4448
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_viewTable.cgi?pop=4437
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_viewTable.cgi?pop=4449
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_viewTable.cgi?pop=595
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_viewTable.cgi?pop=596
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_viewTable.cgi?pop=596
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_viewTable.cgi?pop=4444
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_viewTable.cgi?pop=4102
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_viewTable.cgi?pop=4703
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_viewTable.cgi?pop=776
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_viewTable.cgi?pop=775
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_viewTable.cgi?pop=777
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_viewTable.cgi?pop=754
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_viewTable.cgi?pop=778
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=4721
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_viewTable.cgi?pop=4720
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_viewTable.cgi?pop=4722
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_viewTable.cgi?pop=4719
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_viewTable.cgi?pop=4724
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_viewTable.cgi?pop=693
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_viewTable.cgi?pop=4723
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_viewTable.cgi?pop=649
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_viewTable.cgi?pop=4443
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_viewTable.cgi?pop=4440
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_viewTable.cgi?pop=4442
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_viewTable.cgi?pop=4439
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_viewTable.cgi?pop=4706
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_viewTable.cgi?pop=4446
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_viewTable.cgi?pop=4447
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_viewTable.cgi?pop=4448
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_viewTable.cgi?pop=4437
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_viewTable.cgi?pop=4449
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_viewTable.cgi?pop=595
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_viewTable.cgi?pop=596
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_viewTable.cgi?pop=4444
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_viewTable.cgi?pop=4127
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AAT Glu264Val S “S”A1A rs17580 (rs455519139). Allelos: A/T, Alelo ancestral: A 

Población Grupo de 
individuos 

No. De 
cromosomas A/A A/T HWP A T 

Controles 
Noreste de 

México 208 
0.971 .029  

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  

HapMap-YRI 

Sub-Saharan 
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  

HapMap-YRI 

Sub-Saharan 
African 120 1.000   1.000  

 
 Alfa 1 antitripsina alelo Glu342Lys “Z” (E366K) rs28929474 
Población Alelos A Alelos T Genotipos A|T 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 
 

 

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
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INVESTIGACIÓN 
 
ESTUDIO: Análisis de moduladores de la respuesta pulmonar inflamatoria en Fibrosis 
Quística 
 
INSTITUCIONES PARTICIPANTES: 
 

• Centro de Biotecnología Genómica (CBG). Escuela Nacional de Ciencias 
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• Dra. Adriana Bustamante Sáenz. Neumóloga pediatra. Responsable de la Unidad de 
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• M.C. Celia Nohemí Sánchez Domínguez. Estudiante de del programa de Doctorado 
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y asesor externo de tesis. 

 
• Dr. Miguel Angel Reyes López. Coordinador del área de Posgrado del CBG y 

asesor interno de tesis. 
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Introducción 
Usted (en referencia a su hijo (a)) está siendo invitado a participar en un estudio de 
investigación. Este formulario de consentimiento le proporciona información acerca del 
estudio de investigación que le será explicado. Usted debe conocer la finalidad, el tipo de 
muestras biológicas que se requerirán así como su proceso de obtención. De la misma 
manera, se le debe explicar, de la manera más sencilla posible, el tipo de análisis genéticos 
y otros estudios que se realizarán, así como sus posibles riesgos y beneficios. Le pedirán 
que lea este formulario de consentimiento y que le consulte al médico o al personal del 
estudio que le expliquen las palabras o la información que no entienda. Una vez que 
comprenda el estudio y si decide que desea participar, le pedirán que firme este formulario 
de consentimiento. Le entregarán una copia para que la guarde en su poder. 
 
 
Elegibilidad 
Planeamos estudiar pacientes con diagnóstico positivo de Fibrosis Quística (confirmado 
mediante pruebas genéticas o con cuadros clínicos fuertemente sugestivos). Se le está 
solicitando a usted o a su hijo(a) a participar en este estudio porque se le ha diagnosticado 
Fibrosis Quística. 
 
 
Antecedentes 
La Fibrosis Quística es una enfermedad de origen genético que se manifiesta por producir 
un cuadro pulmonar inflamatorio crónico, con un grado variable de severidad, en la que 
además pueden estar involucrados otros órganos como el páncreas. 
La enfermedad se produce debido a la presencia de un cambio genético denominado 
mutación, en la secuencia de DNA (molécula que se encuentra en el núcleo de las células y 
que contiene la información responsable de nuestras características físicas), 
específicamente en el gen de la Fibrosis Quística. Actualmente, existen más de 1400 
mutaciones reportadas en el mundo. 
En el CEPREP, se canaliza a los pacientes a la Unidad de Diagnóstico Molecular para 
encontrar la mutación presente en el paciente (tomando en cuenta que se analizan las 36 
mutaciones más frecuentes de las más de 1400 reportadas), que se detecta en un 50% de los 
casos. 
Sin embargo, nos llama la atención que aún en pacientes que con el mismo tipo de 
mutación se presenten cuadros clínicos muy variables, que van desde pacientes estables 
hasta cuadros pulmonares graves. Esto podría deberse a que todos, en nuestro DNA, 
tenemos pequeñas variaciones normales, que sin embargo, nos hacen responder de manera 
distinta a una enfermedad, o a un fármaco. Investigadores en Fibrosis Quística piensan que 
para comprender la enfermedad, debemos estudiar no sólo las mutaciones en el gen de la 
Fibrosis Quística, 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 investigación es analizar en los pacientes con Fibrosis 
Quística, las variaciones genéticas en estos genes modificadores, así como medir ciertas 
sustancias relacionadas a estos genes en las esputo (flemas o secreciones pulmonares) y en 
sangre. Además, se realizará una detallada descripción de los aspectos clínicos de cada 
paciente. Estos análisis también se llevarán a cabo en personas sanas como referencia, de 
manera que al final del trabajo de investigación, comprenderemos mejor la enfermedad, y 
la información obtenida, servirá para en un futuro diseñar tratamientos especiales para cada 
paciente. 
 
 
Procedimientos 
Si toma la decisión de participar en este proyecto, el paciente podrá seguir con su rutina 
normal de tratamiento y seguimiento clínico, y deberá acudir cuando el médico se lo 
solicite, para el seguimiento del estudio. 
Si está de acuerdo, nosotros obtendremos de usted la siguiente: 
 
1. Historial clínico. edad, sexo, presencia o ausencia de insuficiencia pancreática o 

diabetes mellitus, capacidad pulmonar, uso de: antibióticos y otros fármacos inhalados 
u orales, y alguna otra información relevante de su expediente clínico. 

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

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

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

a) La introducción de la aguja para la toma de sangre puede provocar una molestia, 
puede ocasionar una lesión pequeña o moretón, o una remota posibilidad de 
infección en el sitio de la punción. 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 podrá ser 
interrumpido. 

3. El paciente podrá, si lo desea, tener acceso a los resultados, los cuales sólo 
indicarán, si posee algunas variantes en su información 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 síntomas más severos. 

4. La información obtenida no tendrá algún beneficio inmediato para el paciente, pero 
los resultados permitirán comprender el desarrollo de la enfermedad, y en un futuro, 
ayudar a diseñar tratamientos específicos para cada paciente. 
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Confidencialidad 
1) Entendemos su inquietud de que la información generada pudiera afectar 

aplicaciones para seguro de vida y para trabajo, es decir, sufrir algún tipo de 
discriminación. Por estas razones, le aseguramos que cualquier información 
personal que nos proporcione y la información generada en el presente proyecto 
será mantenida con la máxima privacidad. 

2) La información aquí recolectada será CONFIDENCIAL. La identidad de los 
participantes permanecerá en el anonimato, siendo cada paciente identificado 
mediante una clave. 

3) La información recabada en este proyecto será incluida en la tesis Doctoral de la 
Estudiante M.C. Celia Nohemí Sánchez Domínguez. 

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

 
Almacenamiento de muestras biológicas. 
Los participantes en este proyecto estamos solicitándole permiso para almacenar sus 
muestras biológicas las cuales serán utilizadas en futuros estudios de investigación 
científica. Sus muestras estarán marcadas con un código de identificación. Este código 
permitirá reconocer  que usted fue el donador de la muestra. 
Los bancos serán mantenidos en la Unidad de Diagnóstico Molecular del Departamento de 
Bioquímica de la Facultad de medicina de la U.A.N.L. 
 
Cuestiones éticas. 
Usted está firmando este consentimiento para comprobar ante los comités de ética que está 
completamente informado y de acuerdo en participar en este proyecto de investigación. Es 
probable que en algún momento los miembros del comité de ética busquen aprobación de 
los investigadores para ponerse en contacto con usted. 
 
 
Costos y compensaciones. 

1. Esta investigación estará soportada por las instituciones participantes. El paciente 
no requerirá hacer ninguna aportación económica. 

 
2. Este proyecto de investigación tiene fines puramente científicos y nadie (incluyendo 

pacientes e investigadores participantes) recibirá compensación económica por 
participar. 

 
Derechos del participante 
La decisión de formar parte en este proyecto es voluntaria. Usted es libre de decidir si 
participa o no en este proyecto, o de retirarse en cualquier momento. Si usted decide 
retirarse, esta decisión no afectará su futura atención médica en esta institución.  
 
 
Autorización 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__________________________________________ leí (o alguien me leyó) la 
información contenida en esta forma de consentimiento. Una de las personas a cargo del 
estudio me explicó lo que sucederá 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 están invitando (o están invitando a mi hijo(a)) a participar en este 
proyecto de investigación. 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 
investigación. Esto significa que leí este documento y que comprendo lo descrito en él, 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 está obligado(a)) a participar en 
este proyecto, y aunque decida participar yo puedo retirarme del estudio, sin afectar mi 
atención médica. 
Estoy dispuesto a cumplir con las instrucciones de los investigadores. Así mismo, autorizo 
a las personas que realizan este proyecto a que utilicen tanto los datos proporcionados por 
mí, 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)) será 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 información proporcionada y explicada personalmente. Además, 
me entregarán 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 
  
 



 
Anexo 10. Cuestionario clínico para pacientes 

 
 

 
CUESTIONARIO CLÍNICO FIBROSIS QUÍSTICA 

 
Fecha:___________ Nombre del paciente:_____________________________________ 
 
DATOS PERSONALES 
 
Sexo:      M      F.  Edad  ___________  Fecha de nacimiento __________________ 
 dd/mm/aaaa 
Lugar de nacimiento:____________________ _________________________ 
 Estado País 
 
Dirección 
______________________________________________________________________________________ 
Calle No. Colonia C.P. 
 
______________________________________________________________________________________ 
Municipio Estado. País Teléfono  
 
 

DATOS CLÍNICOS 
Edad de diagnóstico clínico____________________ 

Primer signo sugestivo de Fibrosis Quística_____________________________________ 

Prueba de electrolitos en sudor (iontoforesis) 

_______ Positiva ________ Negativa __________No se realizó 

Diagnístico genético: ___________ Sí resultado: ____________________________ 
___________ No  

 

Enfermedad respiratoria 

Tos productiva frecuente ___________ Sí ____________ No 

Edad de comienzo ________________ 
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Infecciones respiratorias diagnosticadas: 

Pseudomonas aeruginosa ___________ Sí ____________ No 
Staphylococcus aureus ___________ Sí ____________ No 
Streptococcus pneumoniae ___________ Sí ____________ No 
Burkolderia cepacia ___________ Sí ____________ No 
Viral _______________________________________ 
Otros _______________________________________ 

 

Capacidad pulmonar 

FEV1 ______________________________________ Fecha_____________ 

FVC _______________________________________ Fecha _____________ 

Insuficiencia Pancreática ________________ Sí ___________________ No 

Ileo Meconial ________________ Sí ___________________ No 

Enfermedad hepática ________________ Sí ___________________ No 

Insuficiencia cardiaca (cor pulmonale) 

 ________________ Sí ___________________ No 

 
Otras pruebas clínicas realizadas: 
____________________________________________________________________ 
____________________________________________________________________ 
____________________________________________________________________ 
 
Observaciones 1: 
Status socioeconómico:__________________________________________________ 
_____________________________________________________________________ 
 
Observaciones 2: _______________________________________________________ 
_____________________________________________________________________ 
_____________________________________________________________________ 
_____________________________________________________________________ 
_____________________________________________________________________ 
 



Arbol genealógico. 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 consanguíneos, y fecha de la última 
menstruación.). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Elaboró__________________________________________________________ 

Nombre y firma 
Lugar_______________________________  Fecha________________________ 
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Anexo 11. Carta de consentimiento informado para testigos 
 

Unidad de Diagnóstico Molecular (UDM). Depto. de Bioquímica, 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 permitirán efectuar análisis genéticos de prevalencia en 
población sana. 
• Se requerirá muestra de sangre de una vena del brazo y se recolectará en un tubo con 

anticoagulante. El voluntario puede presentar alguna molestia durante la toma de 
muestras: La introducción de la aguja para la toma de sangre puede provocar una 
molestia, puede ocasionar una lesión pequeña o moretón, o una remota posibilidad de 
infección en el sitio de la punción. El voluntario puede sentir mareo o desvanecimiento 
durante el proceso de toma de muestra. 

• El voluntario deberá llenar un cuestionario. Si así lo desea, podrá tener acceso a los 
resultados generados de su muestra, para lo cual deberá proporcionar los datos correctos 
donde se le pueda localizar. 

• La información derivada de las muestras será CONFIDENCIAL. La identidad de los 
participantes permanecerá en el anonimato, siendo cada voluntario identificado 
mediante una clave. La información generada será presentada mediante congresos, 
publicaciones científicas, etc., con el fin de divulgar los resultados y obtener un mayor 
beneficio para la comunidad médica e investigadores involucrados en el área. 

• Estamos solicitándole permiso para almacenar sus muestras biológicas las cuales serán 
utilizadas en futuros estudios de investigación científica. Los bancos serán mantenidos 
en la Unidad de Diagnóstico Molecular del Departamento de Bioquímica de la Facultad 
de medicina de la U.A.N.L. 

• Usted está firmando este consentimiento para comprobar ante los comités de ética que 
está completamente informado y de acuerdo en participar. Es probable que en algún 
momento los miembros del comité de ética busquen aprobación de los investigadores 
para ponerse en contacto con usted. 

• Este proyecto de investigación tiene fines puramente científicos y nadie (incluyendo 
voluntarios e investigadores participantes) recibirá compensación económica por 
participar. 

 
_____________________________________________________________________ 

Nombre y firma del participante 
 
 

_____________________________________________________________________ 
Nombre y firma del testigo 

 
 

_____________________________________________________________________ 
Nombre y firma de quien obtuvo el consentimiento informado 

 
_____________________________________ 

Fecha 



Anexo 12. Cuestionario clínico para testigos 
 

CUESTIONARIO CLÍNICO 
 
Fecha:___________ Nombre:________________________________________________________________ 
 
DATOS PERSONALES 
Sexo:      M      F.        Edad  ______________ Fecha de nacimiento _______________________ 
 dd/mm/aaaa 
Lugar de nacimiento:   __________________________                 _____________________ 
 Estado                                             País 
Luagr de nacimiento del padre:_________________________________________________ 
 
Lugar de nacimiento de la madre:____________________________________________________ 
Dirección 
____________________________________________________________________________________ 
       Calle                             No.            Colonia               C.P. 
 
_____________________________________________________________________________________ 
Municipio                    Estado                         País                         Teléfono  
______________________________________________________________________________ 
Celular                                           correo electrónico 
Antecedentes personales marque con una X  
 Si No Antecedentes fam 
Tabaquismo    
Alcoholismo    
Hepatitis    
Alergia 
Especifique 

   

Asma    
Infecciones respiratorias frecuentes    
Infecciones intestinales frecuentes     
Diabetes    
Hipertensión    
Cáncer 
Especifique 

   

Cardiopatías    
Otro padecimiento crónico 
especifique 

   

Padecimiento genético familiar 
especifique 

   

Drogas    
Tratamiento crónico, especifique 
 

   

Deseo que cualquier información obtenida de mi muestra que se considere pertinente, me sea 
comunicada     Si___________________    No_______________ 
 
 

________________________________________ 
Firma 
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Anexo 13. Productividad Científica durante el período del doctorado y actividades 
científicas relacionadas 
 
PARTICIPACIÓN EN PROYECTOS DE INVESTIGACIÓN 

CONACYT Convocatoria de investigación científica básica 2006 
Comité: Medicina y Ciencias de la Salud  

Mod: P1  

Proyecto: 000000000062291 

Título del proyecto: ANÁLISIS DE GENES MODULADORES EN FIBROSIS 
QUÍSTICA Y SU CORRELACIÓN GENOTIPO-FENOTIPO 

Responsable técnico: Miguel Angel Reyes Lopez 

Institución: INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL 

 

PAICYT 2007. 
No. De programa: 68.  

Título del proyecto: Análisis de mediadores inflamatorios en pacientes con Fibrosis 

Quística. 

Nombre del investigador: Dra. Rocío Ortiz López 

 

TRABAJOS PUBLICADOS  
1. Celia Nohemí Sánchez-Domínguez, Rocío Ortiz-López, Adriana Bustamante-Sáenz, 

Miguel Ángel Reyes-López (2006). Tras las pistas de la Fibrosis Quística. Conversus. 
Instituto Politécnico Nacional. 51:32-28. 

2. 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 Treviño. 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 investigación 
científica) y posgrado 

Est. mcp Omar David Borjas Almaguer 

Est. mcp Abraham Castillo Lartigue 

Est. mcp 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 población sana del Noreste de México”. Fac. de Medicina, 
U.A.N.L., Monterrey, N.L. 17-19 de Mayo del 2007. 

2. Secretaria de la primera Mesa Directiva de Egresados del Área Básica del Posgrado de 
la Facultad de Medicina de la UANL, período 2007-2008. 

 

SEMINARIOS, CURSOS Y CONFERENCIAS IMPARTIDOS  
1. Seminario: “Análisis de Moduladores de la Respuesta Pulmonar en Fibrosis Quística”. 

Centro de Biotecnología Genómica del Instituto Politécnico Nacional. Cd. Reynosa, 
Tamps., México. 19 de Octubre del 2005. 

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

3. Fibrosis Quística (Avances). Centro de Biotecnología Genómica (IPN). Reynosa 
Tamaulipas. 31 de Mayo del 2006. 

4. Coordinadora del XVIII Curso Internacional Teórico-Práctico “Herramientas 
proteómicas Parte I: principios básicos y aplicaciones”. Depto. De Bioquímica, 
Facultad de Medicina de la U.A.N.L. Monterrey, N.L. México. 9-13 de Octubre del 
2006. 

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

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

7. Profesor invitado al Seminario de Investigación de Posgrado de la Facultad de Medicina 
de la UANL con la presentación “Fisiopatología y Genes Modificadores de la Fibrosis 
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Quística”. 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. Sánchez Domínguez, Dra. R. Ortiz López, Dra. A. Bustamante Sáenz, Dr. 

M. Reyes López. “Análisis de Moduladores de la respuesta pulmonar en Fibrosis 
Quística”. IV congreso Internacional y XV congreso Nacional de Ingeniería 
Bioquímica. Morelia, Michoacán. 4-7 de abril del 2006 

2. Est. Q.C.B. Elsa Nancy Garza Treviño, M.C. Celia Nohemí Sánchez Domínguez, Dra. 
Rocío Ortiz López. Dr. Miguel Villarreal, Ing. Alcorta Gaeza. Frecuencia de 
Polimorfismos en el exón 1 de la Lectina de Unión a Manosa en población Mexicana. 
6to. Congreso de Estudiantes de Medicina, U.A.N.L. 12 AL 17 de Junio Del 2006. 

3. M.C. Celia Nohemí. Sánchez Domínguez, Dra. Rocío Ortiz López, Dra. Adriana 
Bustamante Sáenz, Dr. Miguel Angel Reyes López. “Fibrosis Quística: Respuesta 
pulmonar mediante análisis de moduladores”. Biomonterrey 06, Congreso Internacional 
y exhibición de Biotecnología. Monterrey, N.L. CINTERMEX. 20-24 de septiembre del 
2006. 

4. M.C. Celia Nohemí. Sánchez Domínguez, Dra. Rocío Ortiz López, Dra. Adriana 
Bustamante Sáenz, Dr. Miguel Angel Reyes López. “Genes modificadores de la 
enfermedad pulmonar en Fibrosis Quística”. V Encuentro Nacional de Biotecnología 
del IPN. México, D.F. 28 de Noviembre- 1 de Diciembre del 2006. 

5. Est. mcp José Antonio Buenfil Lozano, Est. mcp Carlos Alejandro Molina Guajardo, 
M.C. Celia Nohemí Sánchez Domínguez, Dra. Rocío Ortiz López, Dra. Adriana 
Bustamante Sáenz, Dr. Miguel Ángel Reyes López. Frecuencia de los alelos S y Z en el 
gen de la Alfa 1 Antitripsina (AAT) en población sana del Noreste de México. 7° 
Congreso internacional de estudiantes de medicina. Fac. de Medicina, U.A.N.L., 
Monterrey, N.L. 17-19 de Mayo del 2007. 

6. Est. mcp Omar David Borjas Almaguer, Est. mcp Abraham Castillo Lartigue, M.C. 
Celia Nohemí Sánchez Domínguez, Dra. Rocío Ortiz López, Dra. Adriana Bustamante 
Sáenz, Dr. Miguel Ángel Reyes López Frecuencia de los alelos TNF1 y TNF2 del gen 
del Factor de Necrosis tumoral alfa (TNFα) en población sana del Noreste de México. 
7° Congreso internacional de estudiantes de medicina. Fac. de Medicina, U.A.N.L., 
Monterrey, N.L. 17-19 de Mayo del 2007. 

7. C. N. Sanchez-Dominguez, José Antonio Buenfil Lozano, Carlos Alejandro Molina 
Guajardo, Omar David Borjas Almaguer, Abraham Castillo Lartigue, M. A. Reyes-
Lopez, A. Bustamante Saenz, Herminia Guadalupe Martínez Rodríguez, R. Ortiz-
Lopez, Ma. del Carmen Villalobos Torres, Carlos Octavio Cancela Murrieta. Análisis 
de mutaciones en RCTFQ y genes modifiadores en pacientes con Fibrosis Quística. 
XXIV Congreso Nacional de Investigación Biomédica y Horizontes de la Medicina. 
CINTERMEX, Monterrey, N.L. 29 Agosto al 1 de Septiembre del 2007. 

8. C. N. Sanchez-Dominguez, E. N. Garza Treviño, A. Bustamante Saenz, R. Ortiz-
Lopez, M. A. Reyes-Lopez,. Análisis de genes modifiadores en controles y pacientes 
con Fibrosis Quística. V Congreso Internacional, XVI Congreso Nacional de Ingeniería 
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Bioquímica, y VI Jornadas Científicas de Biotecnología Molecular y Biomedicina. 
Tuxtla Gutiérrez, Chiapas. 10-14 de Marzo del 2008. 

9. Sánchez Domínguez Celia, Rocío Ortiz López, Miguel Angel Reyes López, Adriana 
Esther Bustamante Sáenz. Análisis de mutaciones en el gen RCTFQ y polimorfismos de 
los genes MBL, IL 8, TNF Y AAT en pacientes con Fibrosis Quistica. VI encuentro 
Nacional de Bioecnología del IPN. 21 al 24 de Octubre del 2008, Cd. Reynosa Tamps, 
México. 

 

TRABAJOS PRESENTADOS EN CONGRESOS INTERNACIONALES 
1. C. N. Sanchez-Dominguez, M. A. Reyes-Lopez, R. Ortiz-Lopez, A. Bustamante 

Saenz. “Cystic fibrosis and modifier genes in mexican population”. European Congress 
of Human Genetics 2007. 16-19 de Junio, 2007. Niza, Francia. 

2. C. N. Sanchez-Dominguez, M. A. Reyes-Lopez, R. Ortiz-Lopez, A. Bustamante 
Saenz. CFTR mutation análisis and modifier genes in Mexican Population. 21st Annual 
North American Cystic Fibrosis Conference. Anaheim Convention Center, Anaheim 
California, USA. 3 al 6 de Octubre del 2007. 

3. Bustamante A.E., Posadas Valay R., Torres Rodríguez J., Sánchez Domínguez C., 
Mercado Longoria R. Efects of a pulmonary rehabilitation program in patient with cystic 
fibrosis. 22nd Annual North American Cystic Fibrosis Conference, Orlando, Florida. 23 
al 25 de Octubre del 2008. 

4. C.N. Sanchez Dominguez, M.A. Reyes Lopez, A.E. Bustamante Saenz, M.C. 
Villalobos Torres, R. Ortiz Lopez. Modifier genes analysis in mexican cystic fibrosis 
patients. 58th Annual Meeting of The American Society of Human Genetics. 
Philadelphia, Pennsylvania, USA. 11 al 15 de Noviembre del 2008. 

 

ESTANCIAS 
Estancia del 1 al 5 de abril del 2007 en el Children´s Hospital de denver Colorado, con el 
Dr. Scott Sagel, encargadod e la clínica de Fibrosis Quística, conlka finalodad de entrenars 
en el manejo y porcesamiento de muestras de pacientes. 

 

ASISTENCIA A CURSOS, CONGRESOS, TALLERES Y SEMINARIOS 
1. Aplicaciones Clínicas de la Medicina Genómica. Octubre 24 y 25 del 2005. Auditorio 

No. 2 Hospital Universitario Dr. José Eleuterio González, UA.N.L. Monterrey, N.L. 
México. 

2. Curso-Taller: Aprendizaje basado en el trabajo en equipo. Dentro del XXIII Congreso 
Nacional de Investigación Biomédica. Cintermex, Monterrey, N. L. (México). 27 al 29 
de Octubre del 2005. 

3. Curso Teórico Pre-congreso “Genética Humana y Bioética”. Auditorio No. 6 de la 
Facultad de Medicina, U.A.N.L. Monterrey, N.L., México. 14 al 16 de Noviembre del 
2005. 
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4. XXX Congreso Nacional de Genética Humana, Hotel Holiday Inn. Monterrey, N.L. 16 
al 19 de Noviembre del 2005 (32 hrs). 

5. Cátedra Nacional de Medicina “Dr. Ignacio Chávez 2006”. Avances en la Medicina 
Genómica. Auditorio No. 4, Facultad de Medicina de la U.A.N.L. 20-24 de Febrero del 
2006. Duración: 20 horas. 

6. IV Congreso Internacional y XV Congreso Nacional de Ingeniería Bioquímica. 
Morelia, Michoacán. 4-7 de abril del 2006. 

7. “Bioinformática y Medicina”. Auditorio del Depto. de Bioquímica, Facultad de 
Medicina de la U.A.N.L. 12 y 13 de Mayo del 2006. 

8. 1er Foro institucional de formación de investigadores. Centro de Innovación educativa 
del IPN. Duración: 6 horas.  

9. Curso-Taller PCR en Tiempo real: principios y Aplicaciones. Auditorio del Depto. de 
Bioquímica, Facultad de Medicina de la U.A.N.L. Auditorio del Depto. de Bioquímica, 
Facultad de Medicina de la U.A.N.L. 25 y 26 de Mayo del 2006. Duración: 20 horas. 

10. Biomonterrey 06, Congreso Internacional y exhibición de Biotecnología. Monterrey, 
N.L. CINTERMEX. 20-24 de septiembre del 2006. 

11. European Congress of Human Genetics 2007. 16-19 de Junio, 2007. Niza, Francia. 

12. V Encuentro Nacional de Biotecnología del IPN. México, D.F. 28 de Noviembre- 1 de 
Diciembre del 2006. 

13. XXIV Congreso Nacional de Investigación Biomédica y Horizontes de la Medicina. 
CINTERMEX, Monterrey, N.L. 29 Agosto al 1 de Septiembre del 2007 

14.  “Innovative and Aggressive Control Strategies in Diabetes Management”. Univesity of 
Texas Southwestern Medical Center. Monterrey, N.L. Dentro del marco de XXIV 
Congreso Nacional de Investigación Biomédica y Horizontes de la Medicina. 
CINTERMEX, Monterrey, N.L. 31 de Agosto del 2007 (3.75 AMA PARA Category 1 
Credits). 

15. . 21st Annual North American Cystic Fibrosis Conference. Anaheim Convention Center, 
Anaheim California, USA. 3 al 6 de Octubre del 2007. 

16. Taller Internacional “La aventura del descubrimiento al Mercado en las Ciencias de la 
Vida”. Monterrey, N.L. dentro de la Semana Global del desarrollo Basado en 
Conocimiento del Fórum Universal de las Culturas Monterrey 2007.17 al 19 de Octubre 
del 2007. 

17. 1er Curso Teórico Práctico PCR Cuantitativa en Biotecnología. Instituto de 
Biotecnología Cd. Universitaria, San Nicolás de los Garza, N.L. 26 al 19 de Febrero del 
2008 (40 h). 

18. V Congreso Internacional, XVI Congreso Nacional de Ingeniería Bioquímica, y VI 
Jornadas Científicas de Biotecnología Molecular y Biomedicina. Tuxtla Gutiérrez, 
Chiapas. 10-14 de Marzo del 2008. 

19. VI encuentro Nacional de Bioecnología del IPN. 21 al 24 de Octubre del 2008, Cd. 
Reynosa Tamps, México 
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20. XI Simposio Escenarios Futuros del ejercicio de la medicina en México. “Las 
epidemias emergetes de nuestro tiempo”. 25 de Octubre del 2008 (5 hrs). 

21. Curso/ Taller Técnicas de comunicación Científica en Ciencias de la salud: Formación 
de Médicos, Residentes y Estudiantes de Medicina como estudiantes. Hotel Hacienda 
Cola de caballo, Santiago, N.L. 5 y 6 de Noviembre del 2008. 

22. 58th Annual Meeting of The American Society of Human Genetics. Philadelphia, 
Pennsylvania, USA. 11 al 15 de Noviembre del 2007. 

 

CURSOS DE FORMACIÓN DOCENTE 
1. Curso para la elaboración de exámenes de acuerdo a los lineamientos del Nacional 

Board of Examiners. Modalidad a distancia. Coordinación de Desarrollo Académico e 
Investigación Educativa. Facultad de Medicina de la U.A.N.L. 13-Marzo-23 de Junio del 
2006. Actividad final: 7 de julio. 60 horas. 



Anexo 14. Artículo publicado en revista internacional indexada 
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