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RESUMEN

La Fibrosis Quistica es la enfermedad autosémica recesiva mds comun en la poblacién caucdsica. En Cuba 1 de
cada 3 862 nacidos vivos estan afectados y es considerado un problema de salud. El gen responsable de la Fibrosis
Quistica, gen regulador de la conductancia transmembranal, fue clonado en 1989 y la mutacion mas comdn DF508
fue identificada. Desde entonces, mds de 700 mutaciones diferentes han sido descritas. La delecién AF508 estuvo
presente en 34% de los cromosomas fibroquisticos cubanos. En el presente se ha calculado la frecuencia de 3
mutaciones en 270 pacientes cubanos. Las mutaciones G542X, R1162X y N1303K estuvieron presentes en el 4, 0,7
y 0% respectivamente y fueron caracterizados el 39% de los cromosomas fibroquisticos cubanos.
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ABSTRACT

Frequency of G542X, R1162X and N1303K mutations in the cuban Cystic Fibrosis families. Cystic Fibrosis
(CF) is the most common autosomal recessive disease in caucasian populations. In Cuba 1/ 3862 newborn is
affected. The cystic fibrosis fransmembrane conductance regulator (CFTR) gene, was cloned in 1989 and the most
common mutation, AF508 was identified. Since then more than 700 different CFTR mutations have been described.
The AF508 deletion was present in 34% Cuban CF chromosomes. At present we tested the frecuency of three
mutations in 270 Cuban patients. The G542X, R1162X and N1303K mutations were present in 4% , 0.7% and 0%

respectively, 39% of Cuban cystic fibrosis chromosomes remaining with characterization.
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Introduccién

LaFibrosis Quistica (FQ) es la causa mas frecuente
de enfermedad pulmonar crénicaprogresivaenlain-
fancia y constituye un gran problema de salud. La
prevalencia a nacimiento en Cuba es de 1/3 862 re-
cién nacidos vivos[1]. Se caracteriza por problemas
respiratorios obstructivos con sobreinfeccion croni-
cay recurrente, insuficiencia pancredtica, problemas
nutricionales, infertilidad en losvaronesy nivelesele-
vados de Nay CI en el sudor.

El gen delaFQ fuelocalizado en el cromosoma7
en 1985y se aisl6 en 1989. Este gen designado como
Regulador de laConductancia Transmembranal dela
FQ (CFTR), tiene 27 exones que cubren unaregion
de 230 kb y contiene informacién paraun ARNm de
6,5 kb [2]. Desde el clonaje del gen CFTR més de
700 mutaciones han sido descritas[3]. Lafrecuencia
de lamutacion principal DF508 (delecién de 3 pares
de bases en el ex6n 10) es més baja en poblaciones
del sur de Europa (40-60%) que en el norte de Euro-
pa (70-85%) [4], debido a la gran heterogeneidad
genéticaen las poblacionesdel Mediterraneo [5]. La
frecuenciaen lapoblacion cubanafue de 34%y que-
do sin caracterizar el 66% de los cromosomas
fibroquisticos cubanos [6]. Otras mutaciones tienen
frecuenciasentreel 1y 2,5% en lapoblacion mundial
y estén presentes practicamente en todas las pobla-
ciones estudiadas. Otras se encuentran entreel 0,1 a
0,7% de |l os pacientes, pero su distribucion es varia-

. Autor de correspondencia

bley lamayoriaestan restringidas aregiones geogra
ficas determinadas [4]. En este trabajo serealizd la
deteccion de las mutaciones G542X, R1162X vy
N1303K en 270 pacientes fibroquisticos cubanos y
se calcul 6 su frecuencia.

Materiales y métodos

Se estudiaron 270 familias FQ cubanas no relaciona-
das, las cuales incluyeron a todos los pacientes del
registro nacional de FQ en Cuba, que han sido diag-
nosticados por las caracteristicas clinicas de laenfer-
medad y la prueba positiva de electrélitos en sudor.
Laextraccién de ADN se realiz6 por el método de
precipitacion salina [7], a partir de 10 mL de sangre
periféricacon EDTA 56 mg/mL como anticoagul ante.
L as mutaciones fueron detectadas por €l método de
amplificacion refractariade mutaci ones especificas [ 8].
L as condicionesempleadasfueron las siguientes: 100ng
deADN, 1udeTagADN Polimerasapor reaccién, 0,85
pmol/uL de cada cebador, dNTP 0.1mM, MgCl, 1.0
mM en un volumen dereaccion de 25 L y seusaron en
todos|os casos controlesinternos de amplificacion. La
reaccion de amplificacion consistioen5mina94°C; se
adicionalaTag ADN polimerasay contindian 29 ciclos:
Imina94°C, Imina60°Cy 1:30 mina72°Cy una
extension final por 5mina72°C. Lareaccion seredizo
en un termoci clador modelo Mastercycler 5330. El pro-
ducto de lareaccién ARMS fue corrido en un gel de
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Tabla 1

Cebadores Utilizados Mutacién

G N- ACTCAGTGTGATTCCACCTTCTAC G542X

G M- CACTCAGTGTGATTCCACCTTCTCA G542X

11C- TAAAATTTCAGCAATGTTGTTTTTGACC G542X
RN- CTGTTGGCATGTCAATGAACTTAAAGACTT R1162X
R M- CTGTTGGCATGTCAATGAACTTAAAGACTTA R1162X
RC- CAATTATTTCCTGTTAGTTCATTGAAAAGC R1162X
NK N- GATCACTCCACTGTTCATAGGGATCCAAC N1303K
NK M- GATCACTCCACTGTTCATAGGGATCCAAC N1303K
NK C- CTCAATTTCTTTATTCTAAAGACATTGG N1303K
AAT1- TGTCCACGTGAGCCTTGCTCGAGGCCTGGG G542Xy
N1303K

AAT2- GAGACTTGGTATTTTGTTCAATCAATTAAG G542Xy
N1303K

AAT3- CCCACCTTCCCCTCTCTCCAGGCAAATGGG R1162X
AAT4- GGGCCTCAGTCCCAACATGGCTAAGAGGTG R1162X

agarosa a 2% que contenia bromuro de etidio y fue
visualizado por luz ultravioleta (Tabla 1).

Resultados y Discusién

La mutacion G542X de terminacion de cadena en el
ler dominio transmembranal en el exén11[9], seen-
contré presente en 2 pacientes en estado homocigoti-
€0, 7 heterocigéticos compuestos para DF508/G542X
y 11 heterocigdticos para esta mutacion y otra muta-
cién no detectada. En los casos heterocigéticos com-
puestos con DF508 y los homocigéticos el cuadro
clinico por lo general fue bastante severo.

En el exén 19 lamutacion R1162X en el dominio 2
de unién anucledtidos debido alasustitucién de C por
T end nucledtido 3616 en e gen FQ[10] fueencontra-
daen 4 pacientes, 2 de estos resultaron heterocigéticos
compuestos R1162X/DF508 y los otros 2 portaban
una mutacion desconocida. Las manifestaciones clini-
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cas de estos pacientes fueron variables, en los 2 casos
heteroci goticos compuestos R1162X/DF508 el cuadro
clinico resulté méas severo que en €l resto de los casos.

La mutacién N1303K, que esta clasificada como
unamutacién de pérdidade sentido en €l exén 21 [11],
no estuvo presente en ninguno de | os paciente de este
estudio. El andlisis de la frecuencia de esta mutacion
en diferentes poblaciones [12] sugiri6é que su origen
fue en una poblacién del areadel Mediterraneo. Esta
mutacion es significativamente mas frecuente en las
poblaciones del sur de Europaque en el norte. Enla
poblaci6n espafiolaesta principal mente distribuidaen
laregion del Mediterraneo con unafrecuenciade4,5%;
mientras en el resto de Espafia es de 1,9% [4].

La incidencia de G542X, R1162X y N1303K en
Américal atinavariaen losdiferentes paises debido al
origen diferente de sus poblaciones. Lafrecuenciade
estas mutaciones en Cuba(Tabla2) esmasbajaqueen
lapoblacién espafiola; G542X - 4%, R1162X- 0,7%y
N1303K- 0%. Esto puede ser explicado por la contri-
bucion africanaal genomadelapoblacion cubana[13].

Después del estudio de estas 4 mutaciones alin
guedan sin caracterizar €l 61% de los cromosomas FQ
cubanos, por lo queresultade gran interésrealizar en
la muestra seleccionada la deteccién de mutaciones
frecuentes en las poblaciones africanas y laintroduc-
¢ién del estudio de marcadores molecul aresintragénicos
paraincrementar en las familias las posibilidades de
diagndstico prenatal y de portadores.

Tabla 2. Frecuencia de las mutaciones G542X, R1162X
y N1303K en 540 cromosomas FQ cubanos

Mutacién Cromosomas Frecuencia (%)
G542X 22 4
R1162X 4 0,7
N1303K 0 0
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