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RESUMEN

La fibrosis quistica (FQ) es la enfermedad hereditaria autosémica
recesiva mas frecuente en la poblacién mundial. La enfermedad fibroquistica es
la expresion de diferentes mutaciones en el gen que codifica la proteina
reguladora de la conductancia transmembrana de la fibrosis quistica (CFTR),
responsable del flujo de iones cloruro a través de la membrana celular del tejido
epitelial. EI gen CFTR posee accion pleiotropica que le confiere a la fibrosis
quistica la caracteristica de ser multisistémica, comprometiendo principalmente,
ademas de las glandulas sudoriparas, la funcién pulmonar, pancreatica,
hepatica y los varones afectados manifestaran infertilidad.

Se han descrito mas de 1600 mutaciones en este gen. Originalmente
se creia que eran exclusivamente mutaciones puntuales o micro-
deleciones/inserciones y recién desde 1993 se incluyeron los grandes
reordenamientos del gen CFTR como mutaciones causantes de la FQ. A pesar
de que la distribucion vy frecuencia de las mutaciones presentan marcadas
variaciones étnicas y geograficas, la delecién de una fenilalanina en la posicion
508 del polipéptido (F508del) es la mutacion mas comun en el mundo.
Actualmente el diagnostico de las mutaciones del gen CFTR se realiza con kits
comerciales diseflados para detectar las mutaciones mas frecuentes en la
poblacion caucésica.

En este trabajo se determind la presencia de tres grandes deleciones del
gen CFTR (exones 17a/17b/18, 20, 24) mediante la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR). Se estudiaron 130 pacientes no relacionados que incluian
aguellos con una sola mutacion previamente detectada y pacientes con
manifestaciones clinicas y diagnoéstico de sospecha para fibrosis quistica que
permanecian como no identificados para el perfil de mutaciones del gen CFTR
que realiza el Laboratorio de Biologia Molecular del Hospital Interzonal de
Agudos Especializado en Pediatria “Sup. Sor Maria Ludovica” de La Plata.

Se complementd esta investigacion con la determinacion de las
mutaciones en los familiares de los pacientes portadores de las mutaciones, la
revision de las historias clinicas y la secuenciacion de los fragmentos mutantes

del gen CFTR amplificados.
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Como resultados principales de este trabajo se detectaron tres pacientes
heterocigotos para la mutacion CFTRdelel7a_18 (3120+1Kbdel8.6Kb), una
delecion de los exones 17a/17b/18 que elimina la parte terminal (10-12) del
dominio trasmembrana 2 (TM2) del gen CFTR.

El fenotipo de los tres pacientes con la mutacion CFTRdelel7a_18
(3120+1Kbdel8.6Kb) es severo, incluye grave deterioro pulmonar e
insuficiencia pancreatica, el genotipo se completa porque los pacientes son
también portadores de una mutacion de clase Il. La secuenciacion del
fragmento mutado amplificado confirma que es una mutacion de 159
aminoacidos.

La mutacién CFTRdelel7a 18 (3120+1Kbdel8.6Kb) se ha descrito en
pacientes con ascendencia arabe, que nos permite relacionar un componente
de Medio Oriente en la poblacién argentina.

No se detectd ningun paciente portador de las mutaciones CFTRdele20
y CFTRdele24, lo que coincide con la frecuencia reportada en las
publicaciones existentes.

Empleando secuencias especificas de cebadores previamente
publicadas, se pueden determinar grandes deleciones del gen CFTR de una

manera sencilla y accesible para todo laboratorio de Diagnéstico Molecular.
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CFTR:

ADN :
ARN :

PCR:

Kb:
dNTP :
EDTA :
NADH :
RCLB:
TAE :
TBE :

DHPLC:
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QMPSF:

QFM-PCR:

ABREVIATURAS

Fibrosis quistica

Regulador de la Conductancia Transmembrana de la Fibrosis
Quistica

Acido desoxirribonucleico

Acido ribonucleico

Reaccion en cadena de la polimerasa (Polymerase Chain
Reaction)

Pares de bases

Kilo base

Desoxirribonucledtidos trifosfato

Etilen diamino tetra acético

Dinucledtido de nicotinamida y adenina reducido

Buffer de lisis de globulos rojos (Red cell lysis buffer)

Tris acetato EDTA

Tris borato EDTA

Cromatografia liquida desnaturalizante de alto rendimiento
(Denaturing high-performance liquid chromatography)
Ligadura-dependiente multiplex de amplificacion de la sonda
(Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification)

Multiplex cuantitativa de fragmentos cortos fluorescentes
(Quantitative Multiplex Polymerase Chain Reaction of Short
Fluorescent)

PCR multiplex fluorescente semi-cuantitativa (Quantitative

fluorescent multiplex PCR)
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SQF-PCR: PCR semi-cuantitativa fluorescente (Semiquantitative fluorescent
PCR)

CBAVD: Ausencia congeénita bilateral de vasos deferentes
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Introduccion

1.1 Fibrosis quistica
1.1.1 Generalidades

La fibrosis quistica es la enfermedad hereditaria autosémica recesiva mas
frecuente en la poblacion mundial.' Se la denomina también enfermedad fibroquistica
del pancreas o mucoviscidosis.

La fibrosis quistica se produce por la expresion de las mutaciones en el gen
regulador de la conductancia transmembrana, conocido como CFTR (Cystic Fibrosis
Transmembrane Conductance Regulator) que codifica una proteina de membrana que
participa en el transporte del i16n cloruro mediado por ATP.

Es una enfermedad multiorgénica, caracterizada por disfuncion de las glandulas
sudoriparas (en las que se genera un sudor salado) y de las glandulas de secrecion
exocrina, debido a la formaciéon de moco espeso y pegajoso que obstruye el intestino,
las vias biliares y pancreaticas y se acumula en las vias dareas distales después del
nacimiento. En consecuencia las manifestaciones clinicas son diversas y de gravedad
variable.

El curso del cuadro es progresivo, la mayoria de los pacientes presentan
enfermedades respiratorias recurrentes y malabsorcion desde la lactancia. Sin embargo,
es frecuente también hallar adultos sin diagndstico con compromiso leve del aparato
respiratorio y esterilidad.?

La fibrosis quistica tiene una incidencia variable en las diferentes etnias y en las
distintas regiones geograficas. La incidencia global en la poblacion caucasica es de 1 en
2500 nacidos vivos y la frecuencia de portadores heterocigotos es de 1:25 individuos.?

Datos provenientes de programas de deteccion de errores congénitos
implementados en Argentina, estiman su incidencia en 1:6100 recién nacidos, la
prevalencia de portadores sanos de la mutacion es de aproximadamente 1:40.° En la
provincia de Buenos Aires, los primeros estudios de pesquisa neonatal con tripsina
inmunorreactiva elevada mostraron una incidencia de 1/5691.*

No existe un tratamiento curativo para la fibrosis quistica, el beneficio de la
deteccion temprana es la oportunidad de monitorear de forma adecuada las
manifestaciones clinicas de las infecciones respiratorias, prevenir la desnutricion e
instaurar un tratamiento precoz al prescribir antibioticos adecuados para evitar el dafio
pulmonar irreversible, todo en conjunto mejoraré la supervivencia y la calidad de vida

del paciente.’
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1.1.2 Antecedentes

El nombre de “fibrosis quistica del pancreas” hace referencia al proceso
caracteristico de cicatrizacion (fibrosis) y formacion de quistes dentro del pancreas,

reconocido por primera vez por Dorothy Andersen en 1930.°

Andersen en 1938 describe a la fibrosis quistica como entidad nosoldgica al
correlacionar las historias clinicas de los pacientes y los resultados de las autopsias que
evidenciaban el deterioro del tejido pulmonar, pancreatico e intestinal

Farber en 1950 describi6 las secreciones espesas y denominé a la enfermedad

“mucoviscidosis’?

Paul di Sant' Agnese en 1953 describié anomalias en los electrolitos del sudor,
debido al exceso de iones cloruro y sodio. Gibson y Cooke describieron y publicaron el
método estandarizado para la prueba de sudor, mediante iontoforesis con pilocarpina

que hasta la actualidad es empleado para el diagnostico de la enfermedad.’

En 1983 Paul Quinton contribuye a futuras investigaciones al descubrir el

defecto especifico en la reabsorcion de cloro.’

En 1985 Lap-Chee Tsui traza el mapa del gen CFTR en el cromosoma 7q.°

En 1989 Rommens, Riordan y Kerem describen el gen y descubren la primera
mutacion causante de la enfermedad F508del. Riordan denomina al gen Cystic Fibrosis

Transmembrane Conductance Regulador (CFTR).”

En 1990 Francis Collins describié el aislamiento y significado del gen'’. En
1992 presenta la patogénesis especifica que determina el gen CFTR.'' El gen CFTR fue
uno de los primeros genes en ser localizado y secuenciado por mapeo genético y
algunos de los participantes en este proyecto, como Collins, estuvieron mas tarde

implicados en el Proyecto Genoma Humano.

En Argentina, las publicaciones realizadas muestran el trabajo conjunto de los

profesionales del area médica y bioquimica que aportan informacién valiosa e
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incentivan a futuras investigaciones. En 1996 Bienvenu T y colaboradores, identificaron
tres nuevas mutaciones en el gen CFTR en pacientes fibroquisticos argentinos,
manifestando la falta de informacion disponible de la incidencia de esta enfermedad en
el pais. Dado que la mayor corriente migratoria recibida por Argentina fue de Italia y
Espaia, en menor proporcion de Europa Central-Oriental y del Medio oeste, el origen
¢étnico de la poblacion argentina es heterogéneo y con distribucion geografica particular,
haciéndola de interés para detectar los desdrdenes hereditarios méas comunes en la

poblacion caucésica.'?

En 1997 Chertkoff L y colaboradores, establecieron el espectro de mutaciones
del gen CFTR en pacientes fibroquisticos argentinos. Concluyeron que la incidencia de
las mutaciones es similar a la de la poblacion del sur de Europa y con marcada

diferencia a la de otros paises Latinoamericanos."

En el afio 2001 Visich A y colaboradores publican el andlisis de tres
microsatélites del gen CFTR empleados como marcadores para realizar estudios de
ligamiento en familias fibroquisticas de poblacion argentina'®. Este mismo afio Roqué
M vy colaboradores, concluyeron mediante un screening en 1000 muestras que la
frecuencia de portadores de la mutacion F508del en una poblacién de Mendoza es del

2.1%, similar a lo observado en la poblacion europea.'

En el afio 2002 Visich A y colaboradores, presentan los resultados de un
extensivo analisis molecular del gen CFTR para establecer la naturaleza y distribucion
de las mutaciones causantes de la fibrosis quistica en la poblaciéon argentina,
evidenciando el amplio espectro de mutaciones del gen CFTR en concordancia con la

heterogeneidad de origen étnico de esta poblacién.'®

En el afio 2004 Levy EM y colaboradores, identificaron diferentes mutaciones
del gen CFTR y variantes poli-T del intron 8 (IVS8) en pacientes argentinos con
ausencia congénita bilateral de vasos deferentes (CBAVD), una forma de infertilidad
masculina. Se evaluaron los resultados de la prueba de sudor y de otras caracteristicas
clinicas relacionadas con la fibrosis quistica, se realizaron determinaciones en familiares
de los pacientes para el asesoramiento genético y asi reducir el riesgo de FQ/CBAVD en

. 1
los descendientes.!”
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En el ano 2006 Oller Ramirez y colaboradores, publicaron en su trabajo el
espectro y la frecuencia de las mutaciones del gen CFTR en pacientes de Cordoba'®. En
el 2008 los mismos autores contribuyeron a la caracterizacion molecular de 93
pacientes con fenotipos clasicos y atipicos, ademas de la detecciéon de portadores.
Concluyeron que las investigaciones farmaco-terapéuticas se basan en el tipo de
mutacion, por lo que conocer las mutaciones de los pacientes (genotipo) tiene

. . . . . . ., . , 19
significativa importancia para la futura aplicacion de terapias especificas.

En una comunicacion personal, en el afno 2007, Orellano L y colaboradores,
presentaron los resultados del analisis estadistico de 199 muestras estudiadas en el
Laboratorio de Biologia Molecular del Hospital Interzonal de Agudos Especializado en
Pediatria “Sup. Sor Maria Ludovica” de La Plata, (Centro Provincial de Fibrosis
Quistica) y determinaron que la frecuencia de las principales mutaciones analizadas fue
semejante a la de la poblacion del sur de Europa dado que el 56.5% de los alelos
presentaron F508del.*’

Debido a que los grandes reordenamientos gendémicos del gen CFTR no son
facilmente detectables por las técnicas convencionales basadas en la PCR, se ha
sugerido que estas mutaciones podrian explicar los alelos no identificados. Las primeras
detecciones se realizaron sin la aplicacion de un proceso de investigacion sistematico.

Los reordenamientos gendmicos se incluyeron en el espectro de mutaciones del
gen CFTR a partir del afio 1993. Actualmente con la aplicacion de tecnologia

vanguardista los investigadores contindan contribuyendo con la deteccion y

caracterizacion de los grandes reordenamientos del gen CFTR.

En 1993 Morral N y colaboradores, mostraron la primera gran delecion
identificada en el gen CFTR, que consiste en 50 kb en dos tramos de ADN: una de 10
kb del exo6n 4 y el exon 7, y otro de 40 kb, que abarca los exones 11 a 18. La supresion
se detectd a través de microsatélites de herencia uniparental de los alelos CFTR
(IVS17BTA y IVS17BCA). Se sugiere que esta mutacion es responsable de un fenotipo
clinico grave, indistinguible de los pacientes homocigotos F508del. La delecion
detectada sugiere que otros grandes defectos moleculares menos complejos también

podrian existir en el gen CFTR.?!
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En 1996 Magnani C y colaboradores, detectaron la segunda gran delecion del
gen CFTR en un paciente fibroquistico en base a un patrén anormal de la herencia de
los microsatélites intragénicos IVS17b/TA y IVS17b/CA. El andlisis Southern blot
reveld la presencia de una banda andémala en el paciente y su padre, en la regiéon que
abarca los exones 13 a 19. La clonacion y secuenciacion de los fragmentos de ADN que
abarcan la region de interés demostro la presencia de una delecion de 703 pb que causa

la eliminacion completa de exon 17 b en el gen CFTR.*

Lerer I y colaboradores en 1999 detectaron la mutacion CFTRdelel7a_ 18, con

una incidencia del 13% en la poblacion 4rabe Palestina.*

Dork T y colaboradores en el afio 2000 caracterizaron la gran delecion
CFTRdele2-3 (21kb), que presenta una frecuencia del 5% en la poblacion eslava,

: 4 . 24
siendo la mas frecuente en Europa Oriental.

En el afio 2004, Audrézet M y colaboradores presentaron la primera deteccion
sistemdtica en los 27 exones del gen CFTR para los grandes reordenamientos,
empleando multiplex cuantitativa de fragmentos cortos fluorescentes (QMPSF).
Identificaron y caracterizaron cinco nuevas mutaciones (una delecidon grande y cuatro
inserciones/deleciones). Estos autores demostraron que los grandes reordenamientos

gendmicos representan aproximadamente el 16% de los alelos CFTR no identificados.”

Niel F y colaboradores en el afio 2004 publicaron que los reordenamientos del
gen CFTR representan el 20% de los alelos FQ no identificados y el 1,3% de todas las

mutaciones de FQ en la poblacion francesa.”

Chevalier-Porst F y colaboradores en el afio 2005, empleando una combinacion
de diferentes métodos, encontraron tres nuevas deleciones y reportaron los puntos de
interrupcion de la delecion EX4 EX10del40kb. Un polimorfismo de delecion intronica
que afecta el intron 17b se encontr6 en casi el 1% de los cromosomas "normales". El
estudio de las secuencias de los puntos de interrupcion confirm6é que el
intrén 17b es de hecho un punto caliente (hot spot) para las deleciones, y que la mayoria

. . ., , 2
de estos reordenamientos son causados por recombinacion no homologa.”’
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En el mismo afio Bombieri C y colaboradores, empleando QMPSF determinaron
que la frecuencia de los reordenamientos del gen CFTR presente en la poblacion FQ
italiana coincide con lo publicado por Audrézet M y colaboradores en el afio 2004, en la
poblacion FQ francesa, donde los reordenamientos del gen CFTR representan 8/49

(16%) de los alelos FQ previamente no identificados.*®

En el afio 2006 Férec C y colaboradores detectan seis nuevas mutaciones
(CFTRdele20, CFTRdele24), empleando QMPSF y DHPLC cuantitativa. Estos
resultados incrementaron a 21 el nimero total de las deleciones participantes en los
grandes reordenamientos del gen CFTR. Estas mutaciones son completamente
caracterizadas a partir de 274 alelos no identificados provenientes de 10 paises. Estas

_ L, . 29
21 mutaciones son causadas por recombinacién no homologa.

En el mismo afio Nectoux J y colaboradores publicaron los resultados de su
investigacion en una poblacién FQ de la Isla de la Reunion (Departamento de Ultramar
de Francia), caracterizaron la gran delecion genomica IVS16+ 3316 IVS18+
644del5288, que representa el 46% de los alelos no identificados (6 /13) y el 2,63%
(6/228) de las mutaciones de FQ en la Isla de la Reunion. Esta delecion parece ser la
cuarta mutacion mas frecuente en esta poblacion. Utilizaron en este estudio la recién

desarrollada ligadura-dependiente multiplex de amplificacion de la sonda (MLPA).>

Hantash F y colaboradores en el afo 2006 empleando el ensayo de PCR semi-
cuantitativa fluorescente (SQF-PCR) determinaron que la frecuencia de los
reordenamientos del gen CFTR en pacientes con FQ clasica fue de 60% (10/16),
cuando tras la extensiva secuenciacion del ADN sdlo se identific6 una mutacion. La
deteccion de deleciones y duplicaciones en los exones del gen CFTR seria beneficiosa
en casos de FQ clasica, sobre todo cuando por las metodologias estandares se identifica

s 31
una sola mutacion.

En el afio 2007 Girardet A y colaboradores presentaron el esquema de deteccion
de dos grandes deleciones del gen CFTR ya identificadas en estudios previos, en dos

. ., 32
pacientes franceses, para la caracterizacion emplearon SQF-PCR.


http://es.wikipedia.org/wiki/Departamentos_de_Ultramar
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Ratbi I y colaboradores en el afio 2007 detectaron cuatro grandes
reordenamientos en pacientes CBAVD, hombres infértiles portadores de una mutacion
leve: dos deleciones parciales conocidas (exones 17a 18 y 22 a 23), una delecion
completa y una nueva duplicacion parcial (exones 11 a 13). Utilizaron PCR multiplex
semi-cuantitativa fluorescente (QFM-PCR). Los reordenamientos representaron el 7%
de los alelos antes desconocidos y el 1% de todos los alelos sin identificar. Concluyeron
que la deteccion de los reordenamientos deberia ser parte de los estudios exhaustivos
del gen CFTR en pacientes CBAVD y que tiene impacto para el asesoramiento genético

de los pacientes y sus familias.”

En el mismo afio Taulan M y colaboradores ampliaron el espectro mutacional
del gen CFTR en pacientes con ausencia congénita bilateral de los conductos deferentes
(CBAVD), al detectar dos grandes deleciones en dos pacientes CBAVD. El disefio de su
protocolo incluye SQF-PCR y confirmar los grandes reordenamientos por amplificacion
de los fragmentos de empalme e identificacion de los puntos de interrupcion por

.y . 34
secuenciacion directa.

En el afio 2008 Paracchini V y colaboradores, empleando MLPA caracterizaron
nueve deleciones diferentes y una nueva duplicacion. La delecion de los exones 22-23
(7/82) fue la mas frecuente en la poblacion estudiada, todos los pacientes presentaron la
forma clésica de la fibrosis quistica. La busqueda de deleciones/duplicaciones del gen
CFTR ha hecho posible alcanzar una tasa de deteccion del 94,1% con una mejora de la

tasa de deteccion (1,6%) de portadores en la poblacion italiana.™

Des Georges M y colaboradores en el ano 2008 reportaron la deteccion de la
primera gran delecion ¢.54-1161 c.164+1603del2875 del gen CFTR en un paciente FQ
sudafricano. Aplicaron la siguiente metodologia: SQF-PCR, amplificacion completa
del genoma (WGA) y MLPA.*®

En el mismo afio Schrijver I y colaboradores empleando MLPA en pacientes FQ
hispanicos, identificaron en un individuo una delecion de los exones 2-3 y en tres
pacientes una delecion de los exones 22-23. En los cuatro casos determinaron que los
puntos de interrupcion son congruentes con los datos reportados en publicaciones

o3
previas.®’
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En el afio 2010 Ramos M y colaboradores concluyeron tras su trabajo
investigativo y otros estudios previos realizados, que los reordenamientos del gen

CFTR representan el 1,3% de los alelos FQ espafioles.*®

A la fecha de la realizacion de esta investigacion, no se encontraron datos
publicados de la frecuencia de los reordenamientos del gen CFTR en la poblacion

fibroquistica argentina.
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1.1.3 Geny proteina CFTR

El gen de cuyas mutaciones es expresion la fibrosis quistica estd localizado en
el brazo largo del cromosoma 7 region q31.2*°. Es un gen grande de 230 Kb y posee 27
exones que codifican un ARNm de 6129 Kb, que a su vez codifica una glicoproteina de
1480 aminoacidos que ha recibido el nombre de regulador de la conductancia
transmembrana de la fibrosis quistica, CFTR por sus siglas en inglés (Cystic Fibrosis
Transmembrane Conductance Regulador).® Esta proteina es un “canal de cloro”
mediado por AMPc y tiene un rol en la regulacion del transporte idnico a través de la
membrana apical de las células epiteliales. La estructura general del CFTR es bastante
similar a la familia de proteinas de membrana transportadoras con sitios de union al
ATP (ATP-binding cassette) denominadas ABC.*

Las proteinas transportadores ABC como grupo, utilizan la energia de la
hidrélisis del ATP para bombear activamente innumerables solutos (lipidos, sales
biliares, compuestos toxicos, péptidos) contra gradientes electroquimicos.

La expresion del gen CFTR es variable y especifica segliin el tipo celular, la
fisiopatologia de la fibrosis quistica aparece limitada a o6rganos de linea epitelial y en
tejidos como el de las vias aéreas, aparece limitada a determinados tipo celulares.

Los intrones del gen CFTR contienen informacién que permite el splicing
alternativo del ARN, lo que puede provocar una disminucion de la cantidad de proteina
normal expresada.*'

La caracterizacion de la region promotora del gen, revel6 un alto contenido de
GC y la ausencia de TATA Box, que son caracteristicas de genes de bajo nivel de

expresion (housekeeping gene) en todos o casi todos los tejidos.*

Los modelos matematicos basados en secuencias proteicas que se utilizan para
estimar la estructura y funcién de una proteina de membrana sugieren la siguiente

conformacion para la proteina CFTR (Figura 1.1.):
e Dos grupos de seis dominios transmembrana, TMD1 y TMD?2, separados por

una region citosolica ubicada entre el TMD 6 y el 7, que contribuyen a la

formacion del canal de cloruros.
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e Dos dominios de unidn a nucleétidos, NBD1 y NBD2, separados por una region
bastante larga y supuestamente globular (dominio regular R), que controlan la
actividad del canal a través de nucledtidos citosdlicos.

e Un dominio regulatorio R, que también controla la actividad del canal a través
de su fosforilacion por medio de proteina quinasa A (PKA) dependiente de AMP

ciclico, lo cual es requerido para la apertura del mismo.

Existen dos lugares, situados en un bucle extracelular entre los TMD 7 y 8,
donde se produce la glicosilacion; este proceso tiene lugar sélo si la proteina esta
madura (traducida por completo). La forma madura, completamente glicosilada, tiene
un peso molecular de 150 kD; la forma inmadura sin sus azucares tiene un peso
molecular de aproximadamente solo 130 kD.

Un defecto celular fundamental de la fibrosis quistica es la incapacidad de las
glandulas sudoriparas para responder al estimulo de los agonistas B-adrenérgicos. La
unidon de ligandos agonistas ) al receptor B-adrenérgico, actia por medio de una
proteina G trimérica Gos para activar la adenilciclasa (AC), que es la encargada de
convertir el ATP en AMPc. El AMPc activa las subunidades cataliticas de PKA que
fosforila al CFTR.***

Una vez fosforilado, se requiere la union y la hidrélisis intracelular del ATP, de
uno o de los dos NBDs para la activacion. El canal se abre y el movimiento de cloruros
tanto en una direccion como en la otra es regulado por su gradiente electroquimico, sin
que se requiera energia adicional. Cuando disminuye la actividad de la PKA, las
fosfatasas proteinicas enddgenas desfosforilan y desactivan el CFTR, y éste retorna a su
estado de impermeabilidad a los iones cloruros. La funcion de la proteina CFTR no es
solamente la de un canal de cloruro regulado por AMPc, sino que regula otros canales

ionicos.* (Figura 1.2.)

Se sabe que el CFTR permite el paso de los iones cloruros a través de la
membrana celular de muchas de las células epiteliales secretoras y absorbentes, pero no
de todas. Su expresion es mas profunda y constante en los denominados tejidos

o f 46A4T
epiteliales exocrinos.™
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FIGURA 1.1. Gen CFTR vy su sintesis proteica. Esta proteina presenta 5 dominios, 2
dominios de expansion de membrana (MSD 1 y 2), cada uno con 6 segmentos
transmembrana (TM 1-12) que forman el poro del canal; 2 dominios de union al ATP
(NBDs) y 1 dominio regulatorio de fosforilacion (R) dependiente de AMPc.?!

12



Introduccion

= B,AR

FIGURA 1.2. Modelo clasico de la activacion del CFTR dependiente de PKA/ATP. Un
ligando agonista  se une a un receptor f-adrenérgico en la membrana basolateral que se
acopla a una proteina G, la cual controla la adenilciclasa, que activada transforma el
ATP en AMPc y activa la proteina kinasa A, que a su vez fosforila el CFTR; si el ATP
estd disponible para unirse al CFTR fosforilado, éste se activa y se abre para el
transporte de iones cloruros. Cuando disminuye la actividad de la PKA las fosfatasas
proteinicas endogenas desfosforilan y desactivan el CFTR.?
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1.1.4 Espectro de mutaciones del Gen CFTR

En la actualidad se han identificado mas de 1600 mutaciones en el gen CFTR.”
La delecion de la fenilalanina en la posicion 508 de la glicoproteina (F508del, sigla
anterior AF508) es la mutacién mas comun a nivel mundial en alrededor del 66%.* Sin
embargo las mutaciones comunes (F508del, G542X, G551D, N1303K, W1282X),
presentan frecuencias diferentes entre distintos grupos étnicos y localizaciones
geograficas. (Ver tabla 1.1.)

La gran mayoria de estos alelos mutantes son sustituciones de un solo par de
bases o microinserciones / deleciones.

En la Base de Datos de las Mutaciones de la Fibrosis Quistica se registran las
siguientes frecuencias: las mutaciones que provocan el cambio de un aminoacido por
otro (missense) representan un 40.65% de las mutaciones asociadas a la enfermedad; un
8.57% las que provocan un codén de terminacidon prematuro (NONSeNse); las inserciones
o deleciones que causan un cambio en el marco de lectura (frameshift) un 16.12% y
aquellas que alteran nucleo6tidos conservados en sitios de unidn intron-exén y afectan el
procesamiento del pre-ARNm (splicing) un 11.94%.* (Ver tabla 1.2.)

Existen 2.59% de reordenamientos gendmicos  (grandes deleciones o
inserciones), y otro 0.8 % que afecta la zona promotora. Un 14% de cambios neutros
denominados polimorfismos no ocasionan enfermedad.'**

Las mutaciones del gen CFTR no identificadas podrian estar en intrones o en
regiones regulatorias, o corresponden a reordenamientos genomicos como las grandes

deleciones.*®

Reordenamientos gendmicos

Los reordenamientos de nuestro genoma se hacen responsables de los rasgos
heredados y de los esporadicos e introducen variaciones en nuestro genoma como
mecanismo de seleccion natural y, como tal, desempefian una funcion evolutiva.

Los reordenamientos gendmicos pueden causar enfermedades Mendelianas,
producen rasgos complejos o representan cambios polimodrficos benignos. Los
mecanismos por los cuales los reordenamientos transmiten fenotipos son diversos e
incluyen la dosis génica, la interrupcion del gen, la generacion de un gen de fusion, los

efectos de posicion, el desenmascaramiento de las regiones codificantes de las
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mutaciones recesivas  (polimorfismos de un solo nucleétido SNP, en el ADN
codificante) u otros SNPs funcionales, y tal vez por los efectos de transversion.*

La identificacion precisa de los puntos de interrupcion permite el disefio de
cebadores para PCR convencional, un método mas fécil y barato que se puede utilizar
en la busqueda de reordenamientos del gen CFTR.

La deteccion de reordenamientos genomicos del gen CFTR debe ser considerada
en las poblaciones en las cuales la proporcion de mutaciones puntuales es
particularmente baja. Se sugiere también en los pacientes portadores de mutaciones sin
sentido cuya severidad es cuestionable en lo que respecta a las propiedades bioquimicas
de los aminoacidos y la conservacion de la secuencia de la proteina CFTR entre las
especies, y en comparacion con otras proteinas ABC.”’

Debe ser considerada la deteccion de reordenamientos del gen CFTR en
pacientes con una enfermedad relacionada al gen CFTR y que portan una mutacion

leve, ya que pueden tener una mutacién grave de FQ en trans.*

Clasificacion funcional de las mutaciones del gen CFTR

De acuerdo al criterio funcional, las mutaciones en el gen CFTR asociadas a la

. L, . T . 51
fibrosis quistica pueden ser divididas en cinco clases™ :

e C(lase I: incluye aquellas mutaciones que provocan una produccion defectuosa
de proteina, como las mutaciones que determinan sefales prematuras de
terminacion, mutaciones sin sentido y aquellas que involucran un cambio de
marco de lectura. En estos casos el ARNm es degradado rapidamente.

Pertenecen a este grupo: G542X, W1282X.

e C(lase II: comprende a las mutaciones que presentan un procesamiento
defectuoso de la proteina, lo que impide su correcta localizacion en la membrana
celular. Existen fallas en la maduracion de la proteina, no se glicosila
completamente siendo degradada en el reticulo endoplédsmico, sin ser detectada

en la superficie celular. Ejemplos: F508del y la N1303K.
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e C(lase III: mutaciones que generan una regulacion defectuosa del CFTR como
canal de cloruros. La proteina mutada estd presente en la membrana celular, pero
debido a mutaciones en los sitios de union a nucleétidos pierde totalmente su
funcionalidad, es el caso de la G551D, o la conserva parcialmente, como en la
G551S. Esto ocurre por la regulacion de la apertura del CFTR a través de la

interaccion directa de estos dominios con el ATP intracelular.

e C(Clase I'V: estas mutaciones afectan la conductividad a través del canal. Muchas
de estas mutaciones involucran residuos con carga eléctrica, en general,
arginina, en los dominios transmembrana. Estas mutaciones presentan una
actividad residual de la conductividad del cloruro y frecuentemente se asocian a
la preservacion de la funcion exocrina del pancreas. Ejemplos: R117H, R334W,

R347P.

e C(lase V: estas mutaciones destruyen o crean sitios consenso de splicing. Se

expresa una proteina normal como en el caso de 621+1G—T o una reduccion

parcial de la expresion como en la mutacion 3849+10Kb.C—T.

| i n v v
Normal
Sin Sintesis Bloquao sn Bloqueo en Conductancia Sintesis
el proceso Ia regulacién glterada reducida
Sin sentido
Gh42X Sin sentide Sin santido
Marco de lactura N1303K Sin santide Sin santido AASSE
394delTT Delecion AA G551D R117H Empalme akternativo
Unién de empalme AF508 R347P A849+10kbC—-T
1T17-1G»A

FIGURA 1.3. Consecuencias moleculares de las diferentes clases de mutaciones del

gen CFTR”'
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TABLA 1.1. Mutaciones mas comunes del gen CFTR en el mundo.
Poblacion con la mas

Mutacion Frecuencia (%) Localizacion alta prevalencia
F508del (AF508) | 28,948 (66.0) Exo6n 10
G542X 1,062 (2.4) Exon 11 Espafiola
G551D 717 (1.6) Exon 11 Inglesa
N1303K 589 (1.3) Exon 21 Italiana
W1282X 536 (1.2) Exo6n 20 Judia-asquenazi
R553X 322 (0.7) Exén 11 Alemana
621+1G->T 315 (0.7) Ex6n 4 Francesa-canadiense
1717-1G->A 284 (0.6) Intron 10 Italiana
R117H 133 (0.3) Exo6n 4
R1162X 125 (0.3) Exo6n 19 Italiana
R347P 106 (0.2) Exo6n 7
3849+10kbC->T | 104 (0.2) Exén 19 Judia-asquenazi, hispanica
Ile507del 93 (0.2) Exo6n 10
394delTT 78 10-30%* Ex6n 3 Nordico-finlandés
G85E 67 Exon 3
R560T 67 Ex6n 11
A455E 62 Exo6n 9 Holandesa
1078delT 57 Exo6n 7 Celtas
2789+5G->A 54 Intrén 14b Espafiola
3659delC 54 Exon 19
R334W 53 Exon 7
1898+1G->T 53 Exén 12
711+1G->T 49 Intrén 5 Francesa-canadiense
2183AA->G 40 Intrén 8 Italiana
3905insT 38 6-17%* Exo6n 20 Suiza; amish; acadia
S549N 30 Exo6n 11
2184delA 29 Exoén 13
Q359K/T360K 87.5%* Exo6n 7 Judia-georgiano
MI1101K 69%* Exo6n 17b Huterita
Y122X 48%* Exo6n 4 Francesa, Reino Unido
1898+5G->T 30% Intrén 12 China, taiwanés
3120+1G->A 11% Intrén 16 Africana-americana
1148T 9.1% Ex6n 4 Francesa-canadiense

Los datos fueron obtenidos del Consorcio de Andlisis Genético CF (1994). La
frecuencia se basa en la proyeccion de 43849 alelos FQ, aunque no todos ellos han sido
probados para las mutaciones indicadas. Las mutaciones se encuentran en pacientes de
origen caucasico, salvo indicacion contraria. La ubicacion geografica (o grupo étnico),
con la prevalencia mas alta es indicada para algunas de las mutaciones. Una frecuencia
relativa aproximada (expresado en %, *) se da para las mutaciones estudiadas en
muestras relativamente pequefias o en las poblaciones indicadas.™
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variantes.

Introduccion

Nomenclatura estandar y coloquial para las mutaciones del gen CFTR y

Sitio
Cambio de Nomenclatu de
Cambio de secuencia del aminoacido | racoloquial | mutacién
ADN (codigo de Comunmen | (nGmero Tipo de mutacién
tres letras) te utilizada de
exon/intr
on)
c.254G>A p-Gly85Glu GS85E Exo6n 3 Cambio de un
aminoacido por otro
(missense)
¢.350G>A p.-Argl17His R117H Ex6n 4 Cambio de un
aminoacido por otro
(missense)
c.443T>C p-lle148Thr 1148T Ex6n 4 Cambio de un
aminoacido por otro
(missense)
c.489+1G>T 621+1G>T Intron 4 | Afecta el procesamiento
(AJ574942.1:2.240G>T) del pre-ARNm
(splicing)
¢.579+1G>T 711+1G>T Intron 5 | Afecta el procesamiento
(AJ574943.1:2.261G>T) del pre-ARNm
(splicing)
¢.948delT p.Phe316Leufs 1078delT Exon 7 Insercion o delecion que
X12 (no 8) cambian el marco de
lectura (frameshift)
¢.1000C>T p-Arg334Trp R334W Exén 7 Cambio de un
(no 8) aminoacido por otro
(missense)
¢.1040G>C p.Arg347Pro R347P Cambio de un
Exon 7 aminoacido por otro
(no 8) (missense)
c.1210-12T(5_9) ST/7T/9T Afecta el procesamiento
(AJ574948.1:2.152T(5_9)) polimorfismo | Intrén 8 del pre-ARNm
(no 9) (splicing)
c.1210-12[5] 5T
(AJ574948.1:2.152T[5])
c.1210-12[9] 9T
(AJ574948.1:2.152T[9])
c.1364C>A p-Ala455Glu A455E Cambio de un
Exo6n 9 aminodcido por otro
(no 10) (missense)
c.1519 1521delATC p-lle507del Delta 1507 Ex6n 10 | Delecion que cambia el
(no 11) marco de lectura (in-
frame deletion)
c.1521 1523delCTT p-Phe508del Delta F508 Ex6n 10 | Delecion que cambia el
(no 11) marco de lectura (in-
frame deletion)
c.1585-1G>T 1717-1G>T | Intrén 10 | Afecta el procesamiento
(AJ574980.1:2.116G>A) (no 11) del pre-ARNm
(splicing)
c.1624G>T p-Gly542X G542X Exon 11 Provocan un codoén de
(no 12) terminacion prematuro

(Nonsense)
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c.1652G>A p-Gly551Asp G551D Exo6n 11 Cambio de un
(no 12) aminoacido por otro
(missense)
c.1657C>T p-Arg553X R553X Provocan un codon de
Exé6n 11 terminacién prematuro
(no 12) (Nonsense)
c.1679G>C p.Arg560Thr R560T Cambio de un
Exé6n 11 aminoacido por otro
(no 12) (missense)
c.1766+1G>A 1898+1G>A Afecta el procesamiento
(AJ574983.1:2.179G>A) Intréon 12 del pre-ARNm
(no 13) (splicing)
c.2052delA p-Lys684Asnfs | 2184delA Exo6n 13 | Insercion o delecion que
X38 (no 14) cambian el marco de
lectura (frameshift)
c.2657+5G>A 2789+5G>A Intrén Afecta el procesamiento
(AJ574995.1:2.216G>A) 14b del pre-ARNm
(no 16) (splicing)
¢.2988+1G>T 3120+1G>T | Intron 16 | Afecta el procesamiento
(AJ575003.1:2.305G>T) (no 18) del pre-ARNm
(splicing)
c.3437delC p.-Alall46Valf | 3569delC Exo6n 18 | Insercion o delecion que
sX2 (no 21) cambian el marco de
lectura (frameshift)
c.3484C>T p-Argl162X R1162X Exé6n 19 Provocan un codoén de
(no 22) terminaciéon prematuro
(Nonsense)
¢.3718-2477C>T 3849+10Kb Otra
(AY848832.1:2.40725C>T) C>T Intrén 19
(no 22)
¢.3846G>A p. Trp1282X W1282X Provocan un codon de
Ex6n 20 terminacion prematuro
(no 23) (Nonsense)
¢.3909C>G p.Asn1303Lys N1303K Cambio de un
Exon 21 aminoacido por otro
(no 24) (missense)

La numeracién de nucledtidos se basa en la secuencia de ADN de referencia

NM_000492.3. Se debe tener en cuenta que el nimero de version de esta secuencia de
. . : 52
referencia puede ser actualizada con frecuencia.’
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1.1.5 Correlacién genotipo-fenotipo

Ha sido de gran interés para los investigadores el estudio de la relacion entre el
tipo de mutacion presente (genotipo) y la expresion clinica (fenotipo).

Aunque es imposible establecer una correlacion absoluta del fenotipo con un
genotipo especifico, parece existir una correlacion razonable entre el porcentaje de
funcion normal del CFTR y la manifestacion de enfermedad en varios 6rganos. Esta
informacion puede ser util en la evaluacion de un paciente con sintomas sugerentes de

. , L. . 53
fibrosis quistica pero con pruebas de sudor negativas.

La heterogeneidad clinica de la fibrosis quistica debe generarse a partir de la

heterogeneidad alélica, efectos de otros loci modificadores o factores no genéticos.

Los pacientes homocigotos o heterocigotos compuestos por dos mutaciones
severas (Clases I, I o III), como F508del y Ile507del manifiestan insuficiencia
pancreatica, mientras se espera que un 20% de pacientes con fenotipo pancreatico

suficiente porten una mutacion benigna en uno de sus alelos (Clases IV o V)."!

En el extremo terminal del intrén 8 del gen CFTR existe una cadena de timidinas
denominadas locus Tn de caracteristicas muy variables, se pueden encontrar 3 alelos
diferentes dependiendo del numero de timidinas presentes (5, 7 y 9). El nimero de
timidinas determina la eficacia con la que el sitio aceptor del procesamiento del intréon 8
es utilizado, a medida que la cadena de timidinas residual es mas corta la eficacia
disminuye. **

Ademas del locus polimérfico Tn, el gen CFTR presenta mas de 120
polimorfismos, la combinacion de alelos particulares en varios loci polimorficos pueden

resultar en una proteina CFTR menos funcional o insuficiente.”

El espectro clinico de la fibrosis quistica es altamente variable, desde el cuadro
clasico con insuficiencia pancredtica y afectacion pulmonar temprana hasta formas
leves, que podrian afectar a un solo drgano o evidenciarse en la edad adulta.’ La
enfermedad pulmonar parece ser influenciada por factores genéticos y medio
ambientales, asi como la exposicion a agentes patdgenos respiratorios y al tratamiento

aplicado. La insuficiencia pancredtica exdcrina y los trastornos gastrointestinales son
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vinculados directamente con la mutacion presente, el ileo meconial pareceria estar

regido por genes modificadores ubicados en el cromosoma 19.°

Mutaciones severas

Las mutaciones asociadas con la pérdida completa de la funcién del CFTR
resultan en una expresion fenotipica clésica de la fibrosis quistica, denominandolas
mutaciones severas, son ejemplos: F508del, G542X, G551D, R553X, NI303K,
W1282X, 621+1G—A y 1717-1G—A.”"!

Los pacientes que presentan dos mutaciones severas en su genotipo manifestaran
tempranamente insuficiencia pancreatica exdcrina. De ellos, aproximadamente el 10 al
15% tendran ileo meconial y el 95% de los varones presentan ausencia bilateral
congénita de conductos deferentes.”

El grado de afectacion pulmonar es variable e influenciado por el grado de
certeza en la terapia y en la administracion de farmacos aplicada, asi como también

factores medioambientales y familiares.

Mutaciones medias o leves

El diagnostico es mas tardio, debido a que se produce un bajo nivel de proteina
normal como resultado de un splicing alternativo. Se preserva una actividad parcial del
canal de cloruro, la insuficiencia pancredtica es moderada y casi nunca presentan ileo
meconial.

Las mutaciones RI117H, A455E, 3849+10Kb.C—T, R334W, R347P,
2789+5G—A, cuando forman complejos heterocigotos con mutaciones severas,
manifiestan expresion moderada con preservacion de la funcion pancredtica y valores

limites de prueba de sudor.”

Mutaciones de splicing y splicing alternativo

Estas mutaciones afectan al transcrito primario o a la sintesis de la proteina. Se
asocian a un fenotipo medio, los o6rganos se ven afectados en diferente grado, lo que
evidencia los niveles de splicing alternativos en los distintos tejidos.

El cambio de un aminoacido por otro puede ocasionar enfermedad o tratarse de
polimorfismos.

El gen CFTR presenta splicing alternativos, denominados IVSS8 o alelos T, son

una serie de 5, 7 0 9 timidinas en el intrén 8. Los alelos 7T y 9T estan asociadas con un
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splicing eficiente del exon 9, mientras que en la mayoria de los transcritos que posean la
variante 5T el ARNm carecerd de la secuencia del ex6n 9, la proteina transcrita no
madura y no es funcional. **

El alelo 5T afectaria diferencialmente a los distintos 6rganos y se considera un
polimorfismo en la poblaciéon normal, mientras en pacientes con el fenotipo “CBAVD”
(ausencia congénita bilateral de conductos deferentes) es una mutacioén leve, la mas

comun de este grupo. Si la mutacion R117H alberga el alelo 5T se afectara la gravedad

del fenotipo.”
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1.1.6 Incidencia y distribucion geografica

La fibrosis quistica es considerada la enfermedad autosomica recesiva mas grave
y frecuente en la poblacién de raza blanca'.

Esta enfermedad varia entre las etnias y su distribucion geografica es variable
también.

En poblaciones derivadas de Europa se estima que 1 en 2000-3000 recién
nacidos presentaran la enfermedad,”’ y que aproximadamente 1 en 25 individuos seran
portadores heterocigotos con marcadas variaciones regionales.” Paises como Espaiia,
Portugal, Italia, Grecia comparten la incidencia de esta enfermedad con la region norte y
central de Europa. Es mucho menor su incidencia en poblaciones de raza mongodlica,
negra y asiatica®.

En los paises en vias de desarrollo, se desconoce con exactitud la incidencia de
la fibrosis quistica debido a la elevada mortalidad y la consiguiente falta de
diagnostico.

La mutacion F508del es la mas comtn a nivel mundial (66%)," sin embargo
ciertas mutaciones pueden alcanzar frecuencias diferentes en poblaciones particulares
como la mutacion M1101K en huteritas>, la G551D en celtas’’, W1282X en judios

asquenazi®®, CFTRdele2,3(21Kb) en polacos, rusos y rumanos.®!

Datos provenientes de programas de deteccion de errores congénitos
implementados en distintos lugares de Argentina, estiman su incidencia en 1:6100
recién nacidos, la prevalencia de portadores sanos de la mutacion es de
aproximadamente 1:40.>

Estudios realizados en la provincia de Buenos Aires, indican que la incidencia de
las mutaciones mas comunes del gen CFTR es similar a las publicadas en las
poblaciones del sur de Europa y marcadamente diferentes de otros paises
Latinoamericanos.'>'*

En la provincia de Buenos Aires, los primeros estudios de pesquisa neonatal con

tripsina inmunorreactiva elevada mostraron una incidencia de 1/5691.

Del analisis estadistico de 199 muestras estudiadas en el Laboratorio de Biologia
Molecular del Hospital Interzonal de Agudos Especializado en Pediatria “Sup. Sor

Maria Ludovica” de La Plata, (Centro Provincial de Fibrosis Quistica), se determind
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que la incidencia de las principales mutaciones analizadas fue semejante a la poblacion
del sur de Europa. El 56.5% de los alelos presentaron F508del, G542X 6.03%, R334W
2.26%, G85E 1.51%, N1303K 1.25%, W1282X 1.00%, alelo 5T 1.00%, Ile507del
0.75%, 3849+10Kb C—T 0.75%, R1162X 0.50%, R553X 0.25%. Este analisis directo
de las mutaciones permiti6 la deteccion de 286/398 alelos FQ (71,9%). Por ASO reversa
fueron detectadas: 2789+5G>A, 3272-26A>G, 394delTT, 1717-1G>A y 3659delC. Se
concluyo la necesidad de investigar otras mutaciones que permitirdn establecer una

correlacion con la clinica y futuras estrategias terapéuticas sustentadas.”
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1.1.7 Fisiopatologia

El gen CFTR posee accion pleiotropica, que es la capacidad de provocar
manifestaciones aparentemente no relacionadas en varios tejidos y oOrganos, asi se
evidenciaran manifestaciones pulmonares, digestivas, anomalias del sudor y la ausencia
casi constante del conducto deferente (varones afectados). Las manifestaciones
digestivas, principalmente pancreaticas, se deben a que las secreciones poco hidratadas
de los acinos no son adecuadamente vehiculizadas por los conductos, se estancan y los
dilatan, esto conduce a la producciéon de cavidades con secrecion, que por compresion
van provocando la atrofia del tejido secretor. Las manifestaciones pulmonares son
provocadas por la acumulaciéon de moco espeso y la posterior colonizacion de

/ 62
germences.

1.1.7.1 Enfermedad del aparato respiratorio

Las mutaciones en el gen CFTR provocan deficiencia, ausencia o alteracion de
la proteina reguladora de la conductancia de transmembrana de la fibrosis quistica, la
secrecion de i6n cloruro disminuye e incrementa la reabsorcion celular de sodio. El
trastorno en la secrecion celular de i6n cloruro produce secreciones respiratorias
deshidratadas, viscosas, de volumen excesivo y la depuracion mucociliar es alterada. >

La infeccion de las vias aéreas en los pacientes fibroquisticos con
microorganismos caracteristicos, especialmente Pseudomonas aeruginosa induce un
proceso inflamatorio persistente y no controlado, produciendo un circulo vicioso que
conduce a la triada caracteristica de la enfermedad: inflamacion, infeccion y
obstrucciéon. El dafio pulmonar es irreversible con bronquiectasias, insuficiencia
respiratoria y muerte.” (Ver figura 1.4.)

La infeccion pulmonar en la FQ es producida por bacterias circunscriptas a una
localizacion bronquial intraluminal, la infeccion alveolar ocurre raramente, en general
hacia el final de la enfermedad.

En la fase inicial de la enfermedad, el principal patdégeno aislado es
Staphylococcus aureus o Haemophilus spp y posteriormente Pseudomonas
aeruginosa.”*** Una vez producida la infeccion crénica por Pseudomonas aeruginosa,
es casi imposible su erradicacion a pesar del uso agresivo de antibiodticos sistemdticos o
inhalados. La colonizacién temprana por este microorganismo se asocia con una peor

funcién pulmonar y mortalidad precoz.®
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Figura 1.4. Fisiopatologia y complicaciones de la enfermedad pulmonar.’
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1.1.7.2 Manifestaciones gastrointestinales, hepaticas y nutricionales

El CFTR se localiza en la superficie apical de las células de las vellosidades
intestinales y de las criptas, las mutaciones en el gen CFTR determinan una alteracion
en la secrecion de cloruro y bicarbonato por las células epiteliales y, en consecuencia,
una disminucién del contenido de fluidos en el lumen intestinal. (Ver tabla 1.3.)

La insuficiencia pancredtica exocrina estd presente en alrededor del 90% de los
pacientes con fibrosis quistica®. La enfermedad del pancreas se cree que resulta
de la reduccion del volumen de la secrecion pancredtica con bajas concentraciones
de HCO5."

Sin suficiente liquido y sin HCO3™ que neutralice el contenido gastrico acido que
entra al intestino delgado, las proenzimas digestivas son retenidas en los conductos
pancreaticos y se activan prematuramente, en ultima instancia esto conduce a la
destruccion tisular y la fibrosis. La malabsorcion aguda o cronica resultante contribuye
al incumplimiento de los requerimientos energéticos, causado por el estado
hipermetabdlico asociado con la infeccion endobronquial.

Estos factores pueden exacerbar la infeccion en los pulmones, dando lugar a un
circulo vicioso de malnutricion e infeccion. El estado nutricional es un fuerte
determinante en el pronéstico y la sobrevida.”’

El ileo meconial es la manifestacion mas temprana de la fibrosis quistica, ocurre

en el 15-20% de los pacientes portadores de dos mutaciones severas.”

El CFTR se expresa en las células de las vias biliares, y por lo menos un tercio
de los pacientes tienen resultados anormales de las pruebas de funcidén hepatica. En un
30% de los pacientes con fibrosis quistica, la vesicula biliar, presenta disminucion de
tamafio y funcionamiento. Los cdlculos biliares estan presentes en un 10% de los

. 1
pacientes FQ.”"’

En los pacientes FQ que presentan enfermedad hepdtica, se aumenta la

malabsborcion de vitaminas liposolubles por la deficiencia de sales biliares.
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Tabla 1.3. Manifestaciones gastrointestinales, hepaticas y nutricionales de la fibrosis

quistica.”

Sistémicas

Fallo de crecimiento
Malnutricién / kwashiorkor
Deficiencias de micronutrientes

Esofago

Reflujo gastroesofagico
Esofagitis

Virices esofagicas

Pancreas
Insuficiencia pancreatica
Pancreatitis

Hepatobiliares
Extrahepaticas
Microvesiculas
Dilatacion vesicular
Colelitiasis
Estenosis del conducto biliar comin
Colangiocarcinoma
Colangitis esclerosante

Intrahepaticas
Colestasis neonatal
Esteatosis
Cirrosis biliar focal
Cirrosis multilobular

Intestino

fleo meconial

Sindrome de obstruccion intestinal distal
Constipacion

Prolapso rectal

Colonopatia fibrosante
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1.1.7.3 Otras manifestaciones

Aparato reproductor

El 98% de los hombres con fibrosis quistica son infértiles, con azoospermia
obstructiva o ausencia de conductos deferentes y dilatacion o ausencia de las vesiculas
seminales.”” Aun las variantes mas benignas de la fibrosis quistica se asocian con
ausencia del conducto deferente y la consiguiente esterilidad se atribuye a una secrecion
anormal del conducto de Wolf que determina su oclusién.*®

La funcidn sexual y la espermatogénesis son normales. La funcion reproductiva
femenina es normal, aunque el moco cervical puede estar deshidratado, lo que podria

ocasionar infertilidad.”

Diabetes
En la fibrosis quistica son frecuentes las anormalidades del metabolismo

glucidico, que van desde una leve intolerancia a la glucosa, con hiperglucemia
posprandial variable, o una hiperglucemia transitoria en ayunas, hasta diabetes cronica
con hiperglucemia en ayunas.”*"

La diabetes en pacientes con fibrosis quistica comparte caracteristicas de los
desordenes tipo 1 y 2 y, en la mayoria de los pacientes, existe una combinacién de

reduccion y retraso de la secrecion de insulina con insulino resistencia.’®”’

Enfermedad osea

Los pacientes fibroquisticos presentan mineralizacién 6sea anormal.”® La masa
mineral 6sea en los pacientes FQ se ve disminuida por deficiencia de nutrientes
especificos como la vitamina K, magnesio, zinc y otros que debido a sus caracteristicas
liposolubles no son absorbidos como sucede con la vitamina D y el calcio.

La osteoporosis es una enfermedad esquelética sistémica, caracterizada por una
masa osea disminuida y un deterioro de la microarquitectura del tejido 6seo, que
determina una mayor fragilidad dsea y riesgo de fracturas. La consecuencia mas critica
de la osteoporosis es la fractura no traumatica de las vértebras, que puede afectar a la

funcién pulmonar, alterar la mecanica respiratoria y la talla del paciente.”
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Manifestaciones osteoarticulares
Artritis episodica (AE)

Se caracteriza por episodios de inflamacion aguda (artritis recurrente), muy
dolorosos, que puede afectar a una o a multiples articulaciones.*

El compromiso articular, generalmente asimétrico, afecta en orden de frecuencia
a rodillas, tobillos, carpos, codos, hombros y mdas raramente, a las pequenas
articulaciones de las manos, cadera y columna.®’

Se sugiere que la AE seria desencadenada por mecanismos inmunologicos, la
estimulacion antigénica en respuesta a infecciones cronicas provocaria el dafio

tisular.5>%

Osteoartropatia hipertréfica pulmonar (OAHP)

Es un sindrome poco frecuente que se caracteriza por la asociacion de “dedo en
palillo de tambor”, dolor 6seo simétrico y cronico de los huesos largos, artritis y signos
de periostitis proliferativa, en las extremidades distales de los huesos largos.

El comienzo de la afeccion suele ser tardio, predomina en varones adultos jovenes y se
la encuentra relacionada con enfermedad pulmonar severa y significativa

mortalidad.**%

Figura 1.5. Osteoartropatia hipertrofica pulmonar. Dedos en “palillo de tambor”.
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Otras formas de compromiso articular asociadas con la fibrosis quistica

La artritis reumatoidea y la artritis reumatoidea juvenil han sido descritas en
muy pocos pacientes FQ. Estos presentaron poliartritis cronica simétrica con
compromiso de pequefias articulaciones, factor reumatoideo positivo y erosiones

articulares.®

Manifestaciones cutaneas
Se han descrito tres tipos de alteraciones cutdneas en pacientes FQ: exantema

maculopapular, rash purpurico palpable, eritema nodoso.*”*

1.1.8 Diagnostico

Casi todos los pacientes FQ presentan enfermedad sinusopulmonar croénica y el
90% tiene insuficiencia pancreatica exocrina'. En la mayoria de los casos se
encuentran una o mas expresiones clinicas de la enfermedad, que se confirman con la
prueba del sudor (>60 mmol/L).>> El diagnostico de la enfermedad se basa en
criterios clinicos y estudios de laboratorio. (Ver tablas 1.4. y 1.5.)
Existe sospecha de fibrosis quistica ante la presencia de una o mas de las
siguientes caracteristicas fenotipicas:
e Enfermedad sinusopulmonar crénica
e Anormalidades gastrointestinales o nutricionales
e Sindrome de pérdida de sal
e Azoospermia
e Hermano/a con FQ
e Pesquisa neonatal positiva
La patologia es confirmada por:
e Resultado positivo de la prueba del sudor en al menos dos ocasiones
e O presencia de dos mutaciones del gen CFTR causantes de FQ

e O demostracion de diferencia de potencial nasal transepitelial anormal

Basado en el Consenso de Fibrosis Quistica, Comité Nacional de

Neumonologia, Sociedad Argentina de Pediatria, 1999.
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Tabla 1.4. Signos clinicos de la fibrosis quistica

Enfermedad respiratoria crénica

Tos productiva cronica

Colonizacion de las vias respiratorias con patogenos (S aureus,

P aeuruginosa mucoide)

Anomalias persistentes en la radiografia de torax

Obstruccion de las vias respiratorias

Dedos en “palillo de tambor”

Pansinusitis

Polipos nasales

Enfermedad gastrointestinal

fleo meconial, Sindrome de obstruccién intestinal distal, prolapso

rectal

Insuficiencia pancredtica, pancreatitis

Cirrosis biliar

Retraso en el crecimiento, edema con hipoproteinemia, deficiencia
de vitaminas liposolubles

Sindrome de pseudo-Bartter’s (pérdida de sal relacionado con
alcalosis metabdlica)

Infertilidad por azoospermia obstructiva

En aproximadamente 2% de los pacientes existe un fenotipo “atipico”
caracterizado por enfermedad pulmonar crénica, suficiencia pancreatica y concentracion
de cloruros en sudor normales o con valores limites.*® Ademas, existen presentaciones
monosintomaticas, con predominio de una manifestacion clinica Unica, por ejemplo
anormalidades en los electrolitos, pancreatitis, enfermedad hepatica, sinusitis o
azoospermia obstructiva.

En estos pacientes con fenotipo “atipico”, la demostracién de mutaciones FQ en
el gen CFTR o la demostracion in vivo de anormalidades en el transporte ionico a través
del epitelio nasal, se puede utilizar como ayuda diagnostica.”

Ademas, para lograr el diagndstico, es importante realizar una exhaustiva
evaluacion clinico-radiografica y de laboratorio, que incluya microbiologia del tracto
respiratorio, funcidon pancreatica exocrina, evaluacion de senos paranasales y del tracto

genital masculino.

32



Introduccion

Tabla 1.5. Manifestaciones clinicas de la fibrosis quistica por grupos etarios.”

Recien nacido

fleo meconial

Ictericia prolongada

Tos y taquipnea persistente

Pobre ganancia de peso

Lactante

Sindrome de malabsorcion, esteatorrea
Fallo de crecimiento

Tos, taquipnea, retracciones intercostales
Bronquiolitis prolongada o recurrente
Atelectasia persistente

Atrapamiento aéreo bilateral persistente
Infeccion pulmonar recurrente

Sindrome de edemas y anemia
Deshidratacion hiponatrémica con alcalosis metabdlica
Sabor salado, cristales de sal en la piel
Prolapso rectal

Nifios

Sindrome de malabsorcion, esteatorrea
Fallo de crecimiento

Tos cronica

Sibilancias recurrentes, asma atipica
Infeccion pulmonar recurrente

Rx de torax patologicas en forma persistente
Cultivo de secreciones bronquiales positivos para Staphylococcus
aureus o Pseudomonas aeruginosa

Adolescentes y adultos
Polipos nasales

Sinusitis crénica
Bronquitis crénica
Azoospermia obstructiva
Menor fertilidad femenina

Métodos diagndsticos

Pesquisa neonatal

Los programas modernos de deteccion se enfocan en dos pasos: la primera
prueba, de tripsina inmuno-reactiva en manchas de sangre seca y en segundo lugar,
confirmar el resultado por el analisis de ADN en los casos positivos.”’

Dado que el estado nutricional es vinculado a un mejor pronoéstico, se justifica la
introduccion de un cribado neonatal en toda la poblacion. Los beneficios del diagnostico

precoz podrian ser contrarrestados por la exposicion temprana a patdgenos
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caracteristicos de la fibrosis quistica en los centros de atencidbn que no hayan

implementado las medidas adecuadas de higiene.’>”?

Prueba del sudor

La determinacion cuantitativa de electrolitos en la secrecion de sudor se realiza
mediante iontoforesis con pilocarpina. El volumen minimo de sudor aceptable (15 ul
para el sistema Wescor Macroduct), o peso (75 mg para el procedimiento de Gibson-
Cooke), debera recolectarse durante un periodo de 30 minutos, para garantizar una tasa
de sudoracién promedio de mas de 1g/m*/min.*

La concentracion de cloruros mayor de 60 mmol/L es consistente con el
diagnostico de fibrosis quistica, pero el resultado debera ser interpretado en el contexto
de la edad y las manifestaciones clinicas por un médico especializado en la
enfermedad.®® El diagnostico de FQ se concreta solo si existe elevada concentraciéon de
cloruros en dos ocasiones diferentes en un paciente con uno o mas signos clinicos del
fenotipo FQ o el antecedente de un hermano afectado por la enfermedad.

Valores de concentracion de sodio en el sudor de 60 a 80 mmol/L, estan
relacionados también con otras enfermedades. En los casos con valores limites, se
recomienda realizar la cuantificacion de sodio y cloruro al mismo tiempo. En los
pacientes fibroquisticos, ambos analitos deberan estar proporcionalmente elevados, y la

proporcioén cloruro/sodio es casi siempre mayor a 1.*

Potencial de membrana

El epitelio respiratorio regula la composicion del fluido que bafa la superficie de
la via aérea, transportando sodio y cloro. Este transporte activo genera una diferencia de
potencial eléctrico transepitelial que puede medirse in vivo. >

Los pacientes con FQ tienen el epitelio nasal hiperpolarizado debido al aumento
de la absorcion del sodio a través de una barrera relativamente impermeable al cloruro.

La tension medida (promedio normal -24.7+0.9 mV; anormal -53+1.8 mV) se
correlaciona con el movimiento de sodio a través de la membrana celular,
una funcion fisiologica anormal en pacientes portadores de mutaciones en el gen

CFTR.”

Las mediciones se repiten después de perfusion de la mucosa con amilorida, que
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bloquea el canal epitelial de sodio, provocando una gran caida de la diferencia de
potencial, que es mayor en los pacientes con fibrosis quistica (73%) que en sujetos
normales (53%).” Una subsiguiente perfusién con una solucién libre de cloruros e
isoproterenol, normalmente produce fuertes incrementos en la diferencia de potencial
(de unos 30 mV), pero tiene poco efecto cuando la funcién del CFTR es anormal.”

Las mediciones de diferencia de potencial eléctrico transepitelial (nasal) pueden

demostrar anormalidades en la funcién del CFTR mas fiables que la prueba del sudor.”

Diagnostico molecular

El estudio del gen CFTR representa uno de los analisis genéticos mas frecuentes
realizado de forma rutinaria en todo el mundo. Estas pruebas se llevan a cabo en
diversas situaciones, incluyendo el diagndstico molecular de la fibrosis quistica, el
diagnostico prenatal y la prueba de portador.

En la actualidad se han identificado mas de 1600 mutaciones en el gen CFTR, *
a menudo con variaciones étnicas o geograficas en la frecuencia y que se encuentran
tanto en la fibrosis quistica como en los fenotipos “atipicos”.

Se requiere de un buen conocimiento de las manifestaciones clinicas y de la
patologia molecular del gen CFTR al momento de elegir las herramientas, las
estrategias y al interpretar los resultados. Las pruebas genéticas se deben efectuar en el
contexto de un asesoramiento genético apropiado y los laboratorios deberian trabajar en
estrecha colaboracion con genetistas clinicos y laboratorios de referencia para garantizar
que las pruebas pertinentes se llevan a cabo y que se proporcione la informacion
adecuada a los pacientes. Se enfatiza la necesidad de organizacion de las redes

. . . . , - 97
regionales o nacionales de los laboratorios de diagndstico molecular.

Indicaciones para realizar estudio molecular:
e Confirmacion del diagnostico (valores de concentracion de cloruro en sudor
intermedios o limites)
e Diagnéstico en recién nacidos con patologia sugestiva.
e Diagnostico presintomatico en recién nacidos y lactantes con sospecha de FQ

por antecedentes familiares o pesquisa neonatal positiva.
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e Definiciéon genotipica de los pacientes con FQ confirmada y deteccion de
portadores asintomaticos en la familia, para su adecuado asesoramiento
genético.

e Diagnéstico de formas con presentacion atipica.

e Diagndstico prenatal en biopsia de vellosidades coridnicas o amniocentesis.

e Diagndstico preimplantatorio.

En general, se acepta que el nivel de sensibilidad minimo requerido para que un
método de laboratorio pueda ser utilizado como método de diagndstico es del 70%. La
no deteccion de mutaciones no excluye la patologia ya que, los estudios disponibles se
limitan en general al anélisis de las mutaciones mas frecuentes.’

Paracchini V y colaboradores en el 2008; propusieron que la estrategia ideal
para la deteccion de las mutaciones en el gen CFTR deberia incluir los siguientes pasos:
detectar las 20-30 mutaciones mas comunes del gen CFTR utilizando los Kits
comerciales disponibles; si es negativo, el segundo paso deberia ser la busqueda de
grandes reordenamientos en pacientes con FQ clasica (prueba de sudor con resultados
patologicos, presencia de insuficiencia pancredtica y enfermedad pulmonar). El tercer
paso comprende el andlisis extensivo de los 27 exones por medio de DHPLC y
secuenciacion; si contintia siendo negativo, utilizar QMPSF. Este enfoque paso a paso
debera maximizar la proporcion de alelos mutantes detectados en la mayoria de las
poblaciones. >

En la actualidad se emplea MLPA como la técnica que permite la identificacion
de deleciones y duplicaciones de varias kilobases por la deteccion de la pérdida o

ganancia de hasta 45 secuencias target en una sola reaccion.”’
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Fibrosis quistica clasica
Sintomas FQ tipicos (incluido ileo meconial)
0 hermanos FQ
o IRT elevado en pesquisa neonatal
y prueba de sudor positiva

A 4

Busqueda de mutaciones FQ frecuentes

N

2 mutaciones FQ 0 — 1 mutaciones FQ

l l

Diagnostico FQ confirmado
Siempre para el compuesto

Discutir con el médico (centro

homocigoto, se confirma el FQ) la 1qdlcac1on para mas
estado de heterocigotos detecciones en el ADN

estudiando a los padres / \

» ) Probablemente no FQ
Deteccidn para mutaciones FQ Posiblemente portador
raras (utilizando métodos de
barrido)
2 mutaciones FQ — 1 mutaciones FQ

N

Pruebas funcionales:
diferencia de potencial de
membrana, medicion del
cloruro intestinal.
Mutacion (es) sin detectar
Otros diagnodsticos?

FIGURA 1.6. Las pruebas de diagnostico en la presentacion FQ tipica. El algoritmo de
diagnostico se aplica sin considerar la edad del paciente FQ, de la pesquisa neonatal o
de diagnostico tardio en los adultos. Si bien el diagnostico de la FQ puede basarse en la
presencia de una o mas caracteristicas fenotipicas, la presentacion clasica de la FQ
fundamentalmente asocia sintomas respiratorios con obstruccion pulmonar e
infecciones, disfuncidon pancreética exocrina, y la infertilidad en los hombres adultos,
junto con concentraciones de cloruro en el sudor por encima de 60 mEgq/L, que
proporcionan una evidencia de un defecto del CFTR.”’
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Presentacion clinica atipica y/o prueba de
sudor negativa o con valores limite

Busqueda de mutaciones FQ frecuentes

i

2 mutaciones FQ 0 — 1 mutaciones FQ
Diagndstico FQ confirmado Discutir con el médico (centro
Siempre para el homocigoto FQ) la indicacidon para mas
compuesto, se confirma el estado detecciones en el ADN
de heterocigotos de los padres Sintomas, prueba de sudor,

origenes, consanguinidad

I / \A
Probablemente no FQ
Posiblemente portador

Deteccion para mutaciones FQ raras

2 mutaciones FQ 0 — 1 mutaciones FQ

’

1 mutacion FQ +

1 mutacion FQ + 1 mutacioén FQ de FQno conﬁrmada
1 trastorno relacionado relevancia clinica Pruebas funcionales:
al CETR incierta diferencia de potencial
de membrana,
medicion del cloruro
intestinal.
Trastorno Pruebas funcionales:
relacionado diferencia de potencial
al CFTR de membrana,
medicion del cloruro
intestinal.

Discutir el diagndstico
definitivo con el
médico (especializado

en FQ)

FIGURA 1.7. Pruebas de diagnostico en la presentacion de FQ atipica y/o prueba de
sudor con valores limite o negativo. Se requieren pruebas genéticas para confirmar el
diagnéstico. Los pacientes presentan suficiencia pancredtica pero pueden presentar
pancreatitis aguda o cronica. Los sintomas respiratorios son variables, se incluyen asma,
polipos nasales, rinosinusitis cronica o bronquiectasia diseminada.””’
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1.1.9 Tratamiento
1.1.9.1 Sintomatico
Infeccion

El objetivo principal del tratamiento en los pacientes FQ es la prevencion de
infeccion pulmonar de origen bacteriano. La aplicacion temprana de estrategias
terapéuticas antibacterianas ha mejorado la expectativa de vida de los pacientes.

La mayoria de los pacientes son inicialmente infectados por S. aureus o H.
influenzae. Los pacientes con exacerbacion pulmonar seran tratados con antibioticos
antiestafilococos durante 2 — 4 semanas.”® La tasa de infeccién por S. aureus en
pacientes con fibrosis quistica disminuye con la edad, y aumenta la de P. aeruginosa, el
microorganismo patdégeno mas importante en esta enfermedad.

La aplicacion de cursos repetidos de antibidticos a dosis altas, estd garantizada
para evitar el dafio pulmonar permanente. El cambio frecuente de un antibidtico
antipseudomonas por otro, podria ser una opcidn para evitar el riesgo de resistencia a un

medicamento especifico. 88,99,100

Inflamacion

Los corticoides sistémicos (prednisona) poseen efectos pleiotropicos sobre los
neutrofilos, y se indican en las exacerbaciones graves y por periodos breves.®
Mucoliticos como la N-acetilcisteina tienen poco efecto sobre la enfermedad pulmonar
en los pacientes FQ, por el contrario, se ha reportado que la DNasa humana
recombinante reduce la viscosidad de la expectoracion, mejora la funcién pulmonar y
reduce el nimero de exacerbaciones pulmonares en pacientes con enfermedad
pulmonar leve y moderada.'” Ademas, la aplicacion a corto plazo de suero salino
hiperténico mejora la depuracion de las vias respiratorias y la funcion pulmonar, aunque
en menor medida que la DNasa humana recombinante.'”> Atin se desconoce el efecto a

largo plazo con este farmaco o la solucion salina.

Transplante pulmonar

Los candidatos a transplante de pulmén deben presentar enfermedad pulmonar
grave, insuficiencia respiratoria irreversible, ausencia de disfuncion o enfermedad de
otros organos vitales, y perfil psicosocial estable. El transplante no es una cura, es un
procedimiento de rescate que permite en algunos pacientes una mejor calidad de vida,

pero que presenta una alta morbimortalidad.”
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Insuficiencia pancreatica, nutricién y enfermedad hepatica

Los pacientes con fibrosis quistica con estado nutricional deficiente tienen peor
prondstico y son mas propensos a infecciones respiratorias que los que tienen buen
estado nutricional. Si la absorcion de grasa es normal, mejorard el pronostico
pulmonar.”

Desde 1970, se han utilizado microesferas acido-resistentes de enzimas
pancreaticas. Es indispensable lograr el estado nutricional 6ptimo de los pacientes, con
esta finalidad se han introducido suplementos orales de calorias y la alimentacion

enteral por sonda nasogastrica o por tubo de gastrostomia.®®

1.1.9.2 En etapa de investigacion
Terapia farmacoldgica
Esta dirigida a tratar de disminuir la viscosidad de las secreciones respiratorias

3 0 a afectar la

que presentan grandes cantidades de ADN y filamentos de actina,'
produccion intracelular, el transporte, o la activacion del CFTR a través de
modificaciones en el ARNm.'"

Se propone que la maduracion del CFTR puede ser modulada por compuestos
quimicos después de su paso a través del reticulo endoplasmico.®

Los activadores de la secrecion de cloruro como UTP (uridina trifosfato) o los
inhibidores de la absorcion de sodio como amilorida son objetivos adicionales de la
farmacoterapia CFTR. Ambos farmacos tienen una vida media muy corta, lo que limita

su eficacia, pero se estdn probando en ensayos preclinicos, nuevos compuestos con un

C . . 66
perfil farmacocinético mejorado.

Terapia génica

La estrategia moderna del tratamiento para la fibrosis quistica, consiste en
restaurar la funcion del CFTR mediante transfeccion de células con el receptor de tipo
nativo (wild-type). En pacientes con fibrosis quistica, los ensayos de terapia génica in
vivo, se han hecho con vectores virales y lipidos cationicos, sin embargo, no se

obtuvieron efectos a largo plazo. '
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OBJETIVOS

1. Determinar la presencia de deleciones en los exones 17a/17b/18, 20 y 24 en
pacientes de genotipo incompleto para las mutaciones del gen CFTR mediante un
proyecto colaborativo con el Laboratorio de Biologia Molecular del Hospital
Interzonal de Agudos Especializado en Pediatria “Sup. Sor Maria Ludovica” de la
ciudad de La Plata y la Catedra de Bioquimica Patolégica, Facultad de Ciencias

Exactas, UNLP.

2. Implementar la deteccion de las deleciones de los exones 17a/17b/18, 20 y 24
mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), en el perfil de mutaciones
del gen CFTR que realiza el Laboratorio de Biologia Molecular del Hospital
Interzonal de Agudos Especializado en Pediatria “Sup. Sor Maria Ludovica” de la

ciudad de La Plata.

3. Caracterizar mediante secuenciacion del gen CFTR las deleciones detectadas.

4. Detectar o descartar portadores a nivel molecular en las familias de los pacientes FQ

5. Recopilar datos clinicos y estudios de relevancia de las historias clinicas de los

pacientes portadores de las mutaciones a investigar a fin de tratar de establecer en lo

posible una correlacién fenotipo-genotipo.
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3.1 MATERIALES Y METODOS
3.1.1 Areade trabajo

El trabajo experimental se realizo en el Laboratorio de Biologia Molecular del
Hospital Interzonal de Agudos Especializado en Pediatria “Sup. Sor Maria Ludovica”
de La Plata.

La extraccion y purificacion de los fragmentos mutados se realizo en el Instituto
Multidisciplinario de Biologia Celular (IMBICE). Los productos de PCR fueron
derivados a la empresa Macrogen (Corea) para su secuenciacion.

Las consultas bibliograficas, el procesamiento estadistico de los datos y la
discusion de los resultados se llevaron a cabo en la Cétedra de Bioquimica Patologica,

Facultad de Ciencias Exactas, UNLP.

3.1.2 Poblacion de estudio

Las muestras a analizar estan representadas por acido desoxirribonucleico
(ADN) obtenido a partir de leucocitos de sangre periférica (aproximadamente 5 ml)
utilizando EDTA al 5% como anticoagulante.

El esquema de deteccion de las mutaciones del gen CFTR en el Laboratorio de
Biologia Molecular del Hospital Interzonal de Agudos Especializado en Pediatria “Sup.
Sor Maria Ludovica”, se inicidé con la determinacion de F508del. En los pacientes
heterocigotos (F508del/otro) y con aquellos en los que no se detectd la mutacion
F508del, se procedid a realizar los kits INNO-LiPA CFTR 19 y 17+Tn que permiten
detectar 36 mutaciones mas las variantes polimorficas Tn. En los pacientes detectados
como homocigotos para la mutacion (F508del/F508del) el genotipo esta completo.

Se analizaron 130 muestras de pacientes no relacionados que presentaron
genotipo incompleto para las mutaciones del gen CFTR estudiadas y recopiladas por el
Laboratorio de Biologia Molecular del Hospital Interzonal de Agudos Especializado en
Pediatria “Sup. Sor Maria Ludovica” en el periodo de abril de 1998 hasta julio de 2010.

Los pacientes de genotipo incompleto se subdividieron en dos grupos: 102
pacientes que presentaron una mutacion FQ en un alelo y 28 pacientes con dos alelos
que permanecen sin identificar.

La deteccion molecular de tres grandes deleciones del gen CFTR se realizo en

un total de 158 alelos no identificados.
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Para los pacientes FQ que presentaron las mutaciones investigadas, se
estudiaron sus familias, para detectar o descartar el estado de portadores a nivel

molecular.

3.1.3 Reactivos y materiales
Reactivos

La lisis celular se realiz6 con la solucion hipoténica RCLB compuesta por: Tris-
clorhidrico (Invitrogen), cloruro de magnesio (SIGMA), cloruro de sodio (SIGMA).

Para la desnaturalizacion enzimatica de las proteinas plasmaticas se utilizd
Proteinasa K (WEIB), en medio de buffer de extraccion (WEIB).

El ADN se extrajo con fenol — cloroformo (SIGMA), se purificé con una mezcla
de alcohol isoamilico-cloroformo (Merck), y fue precipitado con etanol- cloruro de
sodio (Merck) y disuelto en buffer Tris-EDTA (Invitrogen).

En el desarrollo de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se empleo:
secuencias especificas de cebadores (Eurofins Operon Oligos), Taq DNA polimerasa
recombinante 5 U/ul (Fermentas, incluye 10X Taq buffer y cloruro de magnesio),
dNTPs (Fermentas), dimetilsulfoxido (ICN Biomedicals Inc), aceite mineral (SIGMA
Chemical Company).

Para la electroforesis en gel se utiliz6: TAE (Tris-base, acido acético glacial,
EDTA), TBE (Tris-base, acido bérico, EDTA), azul de bromofenol, xilencianol,
sacarosa. Tris-base ( Invitrogen), 4cido acético glacial (ANEDRA), EDTA (Invitrogen),
acido borico (BIO-RAD).

Los productos de PCR fueron separados en geles de poliacrilamida 10% y
agarosa de distinta concentracion (Invitrogen Agarosa Ultrapure 100) y se tifieron con
bromuro de etidio. Para elaborar los geles de poliacrilamida al 10% se requiere de:
acrilamida (BIO BASIC), N,N’'metilenebisacrilamida (Gibco BRL), persulfato de
amonio (SIGMA), N,N,N',N'-Tetrametiletilendiamina (SIGMA).

Los marcadores de peso molecular empleados fueron: 100 bp DNA Ladder
(Fermentas o Invitrogen) y 1 Kb DNA Ladder (Gibco BRL).

Para las determinaciones empleando los kits INNO-LiPA CFTR 19 y 17+Tn
(Innogenetics) se utilizd adicionalmente Méaxima Hot Start Taqg DNA polimerasa

(Invitrogen).
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Para la secuenciacion de los fragmentos, éstos fueron extraidos del gel de
agarosa (Gibco BRL Ultrapure Agarosa) y fueron purificados en columnas con el kit
NucleoSpin Extract Il (MACHEREY-NAGEL).

En la cuantificacion de los productos de PCR para secuenciar se empleo el kit

Quant-iT ds DNA HS Assay 0.2 — 100 ng (Invitrogen).

Materiales

Micropipetas automaticas de distinta graduacion (HTL, Gibson, BIOHIT), tubos
para microcentrifuga (0.2, 0.5 y 1.5 ml marca Molecular Bio Products, Labnet ), tips
con y sin filtro (10, 20, 250 ul marca Rainin), tubos conicos de polipropileno de 15 ml,

pipetas pasteur.

3.1.4 Equipos

Lisis de células y obtencion de ADN: centrifuga (Cavour), microcentrifuga Eppendorf.
Preparacion de reactivos: balanza analitica.

PCR: termocicladores MJ Research, Perkin Elmer.

Electroforesis: camaras horizontales y verticales (BIO-RAD), fuente de poder (BIO-
RAD).

Analisis de los productos amplificados: transiluminador UV (FOTODYNE).

Kits CFTR 17+Tn y 19: bafio termostatico.

Cuantificacion de los productos de PCR para secuenciar: Qubit Fluordmetro
(Invitrogen).

La empresa MACROGEN utiliza el secuenciador ABI 3730XL.
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102 muestras de ADN

con 1 mutacion FQ detectada

Materiales y Métodos

28 muestras de ADN
sin mutaciones FQ detectadas
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3.3 METODOS
3.3.1 Extraccion de ADN

Se realizd la busqueda de las muestras de los pacientes con genotipo
incompleto en el Banco de ADN del Laboratorio de Biologia Molecular del Hospital
Interzonal de Agudos Especializado en Pediatria “Sup. Sor Maria Ludovica”.

En las muestras nuevas, a partir de 5 ml de sangre periférica anticoagulada con
EDTA 5%, se realizo la lisis de los eritrocitos con la solucion hipotonica RCLB. Se
centrifuga y se descarta el sobrenadante, los lavados son consecutivos hasta obtener el
pellet de leucocitos.

Para liberar el contenido citoplasmatico de los leucocitos, el pellet se
resuspendié en buffer de extraccion y se afiadidé Proteinasa K que degrada
enzimaticamente las proteinas plasmaticas, se colocaron en un bafio termostatico a 37°
C durante 12 horas o 2 horas a 62° C.

La extraccion de ADN se realizd con solventes organicos. El componente
proteico fue precipitado con fenol y los componentes organicos solubles fueron
removidos con cloroformo, el material genético se encuentra en la fase acuosa.'®
Posteriormente el ADN fue purificado con una mezcla de cloroformo-alcohol
isoamilico. La precipitacion se produjo por accion del etanol absoluto y del cloruro de
sodio. El ovillo de ADN se libera del exceso de sales con un lavado en una solucion de
etanol, se dej6 secar y finalmente se resuspendi6 en buffer Tris-EDTA, debiendo
permanecer al menos 8 horas a 37° C. (Ver anexo 1).

Para semi-cuantificar el ADN extraido y evidenciar su calidad, se realiza la
electroforesis en gel de agarosa al 1% con una alicuota de 1 ul de la suspension de ADN
en buffer Tris-EDTA. El gel se tifie con bromuro de etidio y se expone a luz UV.

Se compardé con ADN patrones de concentracion conocida determinada por

espectrofotometria y se estimo la concentracion de ADN de las muestras en ng/ul.

3.3.2 Electroforesis

La concentracion e integridad del ADN extraido y la separacion de los
fragmentos de ADN por tamaiio molecular se determinaron por electroforesis en geles
de agarosa o poliacrilamida.

La electroforesis consiste en la separacion de moléculas (proteinas, isoenzimas,
acidos nucleicos) a través de una matriz tamponada (agarosa, acrilamida, almidon). La

matriz funciona como un filtro, separando las moléculas en un campo eléctrico, de
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acuerdo al tamafo y la carga neta que poseen. En los acidos nucleicos, el grupo fosfato
presenta fuerte carga negativa a pH neutro, haciendo que durante la electroforesis los
fragmentos migren hacia el anodo (carga positiva). Las soluciones amortiguadoras de
pH (soluciones buffers) utilizadas fueron TAE 50X solucion stock, TAE 1X, TBE 10X
solucion stock, TBE 5X.'%

La resolucion y la velocidad de separacion de los fragmentos de ADN se regulan
a través del voltaje y de la concentracion de agarosa o acrilamida en el gel.

La agarosa funciona como un filtro en el que los fragmentos de menor tamafio
migran mas rapidamente hacia el anodo que aquellos de mayor tamano. Se obtiene
mejor resolucion al aumentar la concentracion de agarosa que dificulta el movimiento
de los fragmentos a lo largo del gel. El incremento del voltaje aumenta
proporcionalmente la velocidad de migracion de los fragmentos.

Las moléculas (fragmentos) de gran tamafio se separaron con concentraciones
del 0.8 % y a voltajes de 60-75 V. Los segmentos de 1500 pb en adelante con geles al
1%, los segmentos de 500 pb a 1500 pb en geles 1,5% o 2% y los segmentos pequeiios
de 100 pb a 500 pb en geles al 4-6%; el voltaje aplicado puede variar de 20 V a 120 V.

Los 4acidos nucleicos separados en geles de agarosa pueden visualizarse
mediante tincidon con colorantes fluorescentes, que actuan mediante insercion entre los
pares de bases que conforman el acido nucleico. El bromuro de etidio es el mas

frecuentemente utilizado, advirtiéndose su alto poder cancerigeno y mutagénico.

3.3.3 Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Este método desarrollado por Kary Mullis en 1983'"

, permite generar multiples
copias de un determinado fragmento de ADN cuando se conoce parte de la secuencia
del mismo.

El ADN molde de doble hebra se divide en cinco regiones marcadas de lal a la
V. (Ver figura 3.1). Las regiones complementarias son las marcadas de laI'ala V'. La
region III y III” son las escogidas para amplificarse, si se conocen las secuencias de los

nucledtidos de las regiones vecinas Il y IV. Los requerimientos para la PCR

incluyen:'®
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1. Dos oligonucleotidos cebadores sintéticos (primers) de unos 12 — 20 pares de
bases cada uno, que sean complementarios con las secuencias Il y IV de los
flancos.

2. Una ADN polimerasa termoestable.

3. Los cuatro desoxirribonucleotidos trifosfato, dATP, dGTP, dCTP y dTTP.

Secuencia seleccionada

—
I 11 1 IV Vv

R Rt e e e W

B’I.._I...I...l...l...lsf
I I’ mr v’ Vv’

(a) Separacion de las
hebras por
calentamiento a 95°C

(b) Hibridacion de
cebadores por
enfriamiento a 50°C

v
3 — 5
1 v
5§ e 3
3 0 T ; : : I [ I BN 5
I
(c¢) El DNA se sintetiza
por extension de los
cebadores a 72°C
5/
3¢
3 E I = T I 1 5

FIGURA 3.1. Lareaccion en cadena de la polimerasa tiene tres etapas: a) separacion
de las hebras por calentamiento a 95° C, b) hibridacion de los cebadores, y c¢) extension
de los cebadores por la sintesis de ADN. Los segmentos se marcan como I, II, III, IV y
V en la hebra de ADN original y I, II', III', IV y V" sobre la hebra complementaria.'®®
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La PCR se lleva a cabo en ciclos de tres pasos. Cada ciclo consiste en:'*®

1.

Desnaturalizacion para separar el ADN molde, que se hace calentando una
mezcla de todos los componentes a 95° C por unos 15 segundos.

Enfriamiento brusco de la mezcla hasta el intervalo de 37° C a 55° C para
permitir que los cebadores se hibriden con las regiones de flanqueo apropiadas.
Los cebadores se orientan sobre el molde de manera que sus extremos 3’se
dirigen uno al otro. La sintesis de ADN se extiende a través de las regiones 11l y
IIT". Los oligonucléotidos complementarios localizan los puntos de partida para
la duplicacion del segmento de ADN deseado y sirven como cebadores 3'-
hidroxi para iniciar la sintesis de ADN. Al ADN se le afiade un exceso de
cebadores para favorecer la hibridacion y evitar que se vuelvan a unir las hebras
del ADN molde.

La sintesis del ADN seleccionado se cataliza por la ADN polimerasa Taq. La
temperatura se eleva a 72° C para aumentar la velocidad de la reaccion de
polimerizacién. La enzima extiende ambos cebadores, originando dos nuevas
hebras de ADN, II-III-IV-V y II'-III"-IV'-V". Las enzimas son termoestables y
permiten obtener una elevada tasa de sintesis de ADN. La reaccion de sintesis de

ADN normalmente se completa en unos 30 segundos.

La utilidad de la PCR radica en las tres etapas: desnaturalizacion, hibridacion

y sintesis de ADN; que se pueden repetir muchas veces simplemente cambiando la

temperatura de la mezcla de reaccion. Cada nueva hebra de ADN sintetizado puede

servir de molde, de esta manera se incrementa en forma exponencial la concentracion

del ADN seleccionado.

3.3.4 PCR ASO reversa (Reverse dot-blot)

En este ensayo, las colas homopolimero con desoxirribonucleotidiltransferasa

terminal se afladen a las sondas oligonuclétido alelo especifico (ASO dot-blot) que se

adjuntaron en la membrana de nylon por reticulacion UV (uv crosslinking). E1 ADN se

amplifica con cebadores biotinilados y se hibridan con oligonucle6tidos inmovilizados
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en la membrana. La hibridacion se detecta mediante la adicion a la membrana de
estreptavidina-peroxidasa de rabano, donde se unira a cualquier ADN biotinilado que se
ha hibridado con los oligonucleotidos.

Entonces se puede obtener una sefial positiva por una simple reaccion
colorimétrica no radiactiva. Esta técnica permite analizar simultaneamente una serie de
secuencias amplificadas en una reaccion de hibridacion.

Innogenetics ha comercializado INNO-LIPA kit que utiliza esta técnica para
detectar diez y nueve mutaciones FQ frecuentes y diecisiete mutaciones raras en forma
secuencial mas las variantes Tn. Esta técnica puede ser automatizada a nivel de post-

PCR, por lo tanto el tiempo de trabajo y los errores pueden ser reducidos.'®”
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3.3.5 Determinacién de las mutaciones
3.3.5.1 F508del

La muestra de ADN extraida es semi-cuantificada por electroforesis en gel de
agarosa al 0.8 — 1% comparando con patrones de concentracion conocida, se verifica
ademas la calidad del material genético.

Para realizar la PCR, se requieren alicuotas de 200 ng/ul de ADN integro, se
sugiere trabajar con diluciones de las muestras, porque el exceso de ADN inhibe la
reaccion, ademds se garantiza conservar libre de contaminacion y/o degradacion a la
muestra original.

La enzima Taq ADN polimerasa sintetiza de manera precisa la secuencia
nucleotidica complementaria a la hebra molde comprendida entre los dos
oligonucleotidos cebadores disefiados para cubrir el area flanqueante a la region del
exon 10 donde se encuentra el codon 508 de la proteina CFTR (1015":5"-GCA GAG
TAC CTG AAA CAG GA-3"y 10i3":5'-CAT TCA CAG TAG CTT ACC CA-3").

La mezcla de reaccion con un volumen final de 25 ul comprende: buffer de
enzima 10X, cloruro de magnesio (25 mM), dNTPs (10 mM), los dos cebadores
Forward (F) y Reverse (R) de concentracion 25 pmol/ul, Tag ADN polimerasa
(Fermentas) 1U, 200 ng de ADN y agua calidad miliQ.

Es necesario adicionar unas gotas de aceite mineral estéril en los tubos para
evitar la evaporacion de la mezcla en el termociclador.

En el termociclador el primer paso es la desnaturalizacion del ADN a 95° C
durante 5 minutos.

Los 30 ciclos posteriores comprenden: Iminuto a 95° C (desnaturalizacion),
Iminuto a 55°C (annealing), Iminuto a 72° C (extension). El paso final de elongacion
son 10 minutos a 72° C.

Una vez obtenidos los fragmentos amplificados, son controlados mediante
electroforesis en gel de agarosa al 2% a 75 V durante 30 minutos, posteriormente se tifie
con bromuro de etidio y se observan las bandas fluorescentes con radicaciéon UV.

Con los productos de PCR controlados, se inicia la electroforesis en gel de
poliacrilamida al 10%, se siembran 12 ul del producto con 3 ul de sacarosa-loading
buffer al 40%. Es preciso sembrar una alicuota de agua control y un control heterocigoto

(F508del/normal). El buffer de corrida empleado fue TBE 1X, realizandose la
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electroforesis a 30 mA durante 10 minutos, luego se reduce a 28 mA durante
aproximadamente 3 horas, hasta que los fragmentos recorran aproximadamente 15 cm.

El gel se tifie con bromuro de etidio y se visualizan los fragmentos en el
transiluminador UV.

La electroforesis en gel de poliacrilamida al 10% permiti6 detectar la pérdida de
tres pares de bases en los fragmentos amplificados. El fragmento mas pequefio que
migra con mayor rapidez corresponde al alelo mutado de 95 pares de bases y el
fragmento de 98 pares de bases corresponde al alelo normal.

Las muestras en las que se visualizaron fragmentos de 98 pares de bases
corresponden a pacientes que no presentan la mutacion, si se observan dos bandas
correspondientes a un fragmento normal y uno mutado el paciente es heterocigoto para
la mutacion (F508del/otro) y si se observan Unicamente fragmentos de 95 pares de bases
el paciente es un homocigoto para la mutacion (F508del/ F508del). (Ver figura 3.2.)

En los pacientes homocigotos para la mutacion F508del/F508del se comprobé el
patron de herencia en los progenitores. Mientras en los pacientes heterocigotos o que no
se les detectd la mutacion F508del se procedio a utilizar los kits INNO-LiPA CFTR 19
y 17+Tn.

1 2 3 4

Heteroduplex —

98 pb —
95 pb —

FIGURA 3.2. Deteccion de la mutacion F508del. Gel de PAA 10%. Lineas 1 y 2
heterocigotos F508del. Lineas 3 y 4 no F508del. Cortesia Laboratorio de Biologia
Molecular del Hospital Interzonal de Agudos “Sor Maria Ludovica”.
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3.3.5.2 INNO-LIiPA CFTR 19y 17+Tn (Innogenetics)

Los ensayos de identificacion de tipo de INNO-LiPA de Innogenetics (Bélgica)

se basan en el principio de hibridacién inversa.

Amplificacion CFTR

La muestra de ADN es amplificada por medio de la reaccion en cadena de la
polimerasa. La mezcla de reacciéon contiene exceso de desoxirribonucledtidos 5'-
trifosfatos (ANTPs), cebadores biotinilados y Maxima Hot Start Tag ADN polimerasa.

Es una amplificacion multiplex para el gen CFTR en dos reacciones separadas:

a) Exon/intréon 4, intron 5, exon 10, intréon 10/exo6n 11, intrén 12, intron 16, exon
20y ex6n 21.

b) Exo6n 2, intrén 1/intron 3, exdn 3, exon 7, intron 8/ exon 9, exén 13, intron 14b,
exon 17a, intrén 17a/exon 17b, exén 19 e intrén 19. Un amplicon extra de 224
pares de bases correspondientes al intrén 1/intron 3, es amplificado solo en
presencia de la gran delecion CFTRdele2,3 (21 Kb).

La desnaturalizacion por calor a 95° C por 15 minutos, separa la doble hebra de
ADN con el fin de exponer la cadena simple a las secuencias especificas de cebadores.
Los cebadores son complementarios a las regiones que flanquean la secuencia diana. Un
posterior enfriamiento a 57° C por 1 minuto, permite a los cebadores unirse a las
regiones especificas (annealing). En el siguiente paso a 68° C por 1 minuto la enzima
Maxima Hot Start Tag ADN polimerasa extiende los cebadores ubicados
especificamente a lo largo del molde diana (extension). Luego a 72° C por 15 minutos
se permite completar la formacion de las nuevas secuencias (elongacion). De esta
manera dos copias exactas biotiniladas de la secuencia molde se producen después de
un ciclo de desnaturalizacion, annealing y extension. Después de repetir 30 ciclos, se

obtienen secuencias biotiniladas especificas multi-amplificadas.

Una alicuota de 3-5 ul de los productos de PCR se controlan por electroforesis
en gel de agarosa al 2% a 75 V por 30 minutos, posteriormente se tifie el gel con
bromuro de etidio y se expone a radiacion UV. Se espera observar los siguientes

patrones:
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a) Solucion de cebadores 1: 491 pb (exdén 10), 473 pb (ex6én 20), 460 pb (introén
16), 425 pb (intron 10/exén 11), 341 pb (exon 21), 331 pb (intrén 12), 304 pb
(ex6n/intron 4) y 144 pb (intron 5). Las bandas correspondientes al exén 10, 20,
intron 16, exén 21 e intréon 12 no se diferencian como bandas separadas, por lo

que Unicamente se visualizaron 5 bandas definidas.

b) Solucion de cebadores 2: 495 pb (intrén 8/ex6n 9), 473 pb (exo6n 17a), 425 pb
(intrén 19), 411 pb (exon 19), 395 pb (intrén 17a/exon 17b), 341 pb (exon 7),
328 pb (exo6n 2), 320 pb (intrén 14b), 311 pb (exdén 3) y 181 pb (exén 13). Un
amplicon extra de 224 pb (intrén 1/intrén 3), fue amplificado solo en presencia
de la gran delecion CFTRdele2,3 (21 Kb). Las bandas correspondientes al intron
8/exd6n 9, ex6én 17a, intron 19, exon 19, intron 17a/ exdn 17b, exon 7, exodn 2,
intron 14 b, exon 3, intrén 1/intron3, exén 13 no se diferencian como bandas

separadas, por lo que unicamente son visibles 4 bandas claras.

Hibridacion inversa

El material de ADN biotinilado amplificado se desnaturaliza quimicamente con
EDTA, y las hebras separadas se hibridan con sondas de oligonucleotidos especificos
inmovilizadas en bandas paralelas sobre tiras basadas en membranas.

Esto va seguido de una fase de lavado astringente a fin de eliminar cualquier
material amplificado incorrectamente emparejado. Después del lavado astringente, se
aflade estreptavidina conjugada con fosfatasa alcalina, que queda ligada a cualquier
hibrido biotinilado que se haya formado con anterioridad.

La incubacién con una solucion de sustrato que contiene un cromogeno produce
un precipitado de color purpura/marrén. La reaccion se interrumpe mediante una fase de

lavado, tras la que se registra el patron de reactividad de las sondas.''’
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Las mutaciones incluidas en los kits INNO-LiPA CFTR 19 y 17+Tn son las

siguientes:

Materiales y Métodos

INNO-LiPA CFTR 19

INNO-LiPA CFTR 17+Tn

F508del
G542X
N1303K
W1282X
G551D
1717-1G—A
R553X
CFTRdele2,3(21Kb)
1507del
711+1G—-T
3272-26A—G
3905insT
R560T
1898+1G—A
S1251IN
3199del6
3120+1G—A
Q552X

621+1G—-T
3849+10KbC—T
2183AA—-G
394delTT
2789+5G—A
R1162X
3659delC
R117H
R334W
R347pP
G85E
1078delT
A455E
2143delT
E60X
2184delA
711+5G—A
Variantes polimorficas Tn
en el gen CFTR: 5T, 7T, 9T

INNO-LiPA CFTR19

marker line
conj. contral
M.F50Bdel
M.GH42K
M.N1303K

M. wWi1zg2K
M.GE51D
M.1717-168A
M.REE3X
M.CFTRAele2,3 (21kb)
M.I507del
M.711+1G-T
M.3272-28A=G
M. 3905insT
M.R550T
M.1898+16-4A
M.51251N
M.I148T
M.3199d:l6
M.3120+16-4A
M.O552X
W.F50Bdel=W.1507del
W.GE42K
W.N1303K
W.W12E2K
W.G551D
W.1717-1G-8A
W.REEIX
W.CFTRdele2,3(21kb)
W.711+164T
W.3272-26A—G
W.3805insT
W.RESOT
W.AE98+16-4A
W.E1251N
W.I1438T
W.3199dels
W.3120+16-+A
W.ass2x

FIGURA 3.3. INNO-LIPA CFTR

Innogenetics.

Homozygous Fa08dal
Homozygous 7T

o mutations
Homezygous 7T

Compound heterozygous

Compound heterzygous
S1251N/394delTT
5T/9T

G542X/R117H

M.R3I&TP
M.GESE

M.A455E

M. EBDX

W.R117H

W.R34TP
W.GESE

W.A4SSE

W.EBOX

19 y 17 + Tn. Tomado del manual de usuario

INNO-LiPA CFTR17+ Tn
ST/t Update

marker line
conj. eontral
M.EZ1+1G=8T
M. 3EL9+10kBC=»T
M. 21IEIAA=G
M.394delTT

M. 2TEOEG=,A
M.R1162X
M.3659deIC
M.R117H
M.R3IAW

M. 1078delT
M.2143delT

M.2184delA

M.T1145G-8A
WE2141G=T
W.3B49+10kLC-#T
W.2183AASG=W.2184dalh
W.394delTT
W.2789456-F4

W.R1182X

W.3650dell

W.RIELAW

W.107BdelT
W.2143delT

W.F11+56-+A
marker line  sssad



Materiales y Métodos

3.3.5.3 Delecion de los exones 17a/17b/18 (CFTRdelel7a_18 6 3120+1Kbdel8.6Kb)

Esta mutacion tiene una extension de 8.6 Kb, causa un marco de eliminacion de
159 aminoacidos (997 - 1156), que forman parte de los dominios transmembrana 10 a
12 en el gen CFTR.

Lerer I y colaboradores en 1999, describieron a esta mutacidon como
3120+1Kbdel8.6Kb, en una poblacion de pacientes FQ arabes palestinos. La
nomenclatura para esta mutacion de acuerdo a la Base de Datos de Mutaciones de la
Fibrosis Quistica (CFMD, Cystic Fibrosis Mutation Database) es IVS16-
2634 IVS18+1508del8600°° y de acuerdo a la Sociedad de Variacién del Genoma
Humano (HGVS, Human Genome Variation Society) le corresponde la nomenclatura
€.2989-2634 ¢.3468+1508del8600°%.

En la PCR multiplex, la enzima Tag ADN polimerasa sintetiza de manera
precisa la secuencia nucleotidica complementaria a la hebra molde comprendida entre
los dos oligonucleodtidos cebadores diseniados para cubrir el area flanqueante a la region
de los exones 17a/17b/18 de la proteina CFTR (16delF:5-AAC CAG ACT GTC AGT
TTG CCT CAT-3" y 18delR:5'-AAT GCC CAT AAA CAC CCA GGA AAG-3"). Se
utilizan dos cebadores como control interno de amplificacion del exon 18 (18i57:5'-
GTA GAT GCT GTG ATG AAC TGA-3" y 18i3": 5'-AGT GGC TAT CTA TGA GAC
GGA-37) 233133

La mezcla de reaccion con un volumen final de 25 ul comprende:
Buffer de enzima 10X 2.5ul
Cloruro de magnesio (25 mM) 2.5ul

dNTPs (1.25 mM) 3.0ul
Cebador 16delF 15 pmol/ul
Cebador 18delR 15 pmol/ul
Cebador 1815° 25 pmol/ul
Cebador 1813’ 25 pmol/ul
Taq ADN polimerasa (Fermentas) 2 U

ADN 200 ng
Agua csp 25ul
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Es necesario adicionar unas gotas de aceite mineral estéril en los tubos para
evitar la evaporacion de la mezcla en el termociclador.

El programa PCR inicia con la desnaturalizacion del ADN a 94° C durante 3
minutos.

Los 30 ciclos posteriores comprenden: 30 segundos a 94° C (desnaturalizacion),
30 segundos a 57°C (annealing), 30 segundos a 72° C (extension).

El paso final de elongacion son 7 minutos a 72° C.

Una vez obtenidos los fragmentos amplificados, se realiza la electroforesis en
gel de agarosa al 2% a 75 V durante 30 minutos, el buffer de corrida empleado es TAE
1X. Se siembran 5 ul del producto con 1 ul de loading buffer 6X; una alicuota de agua
control y el marcador de peso molecular 100 pb Fermentas o Invitrogen. Posteriormente
se tifie con bromuro de etidio y se observan las bandas fluorescentes con radicacion
UV.

El fragmento mas pequefio que migra con mayor rapidez corresponde al alelo
mutado de 235 pb y el fragmento de 451 pb corresponde al alelo normal.

Las muestras en las que se visualiza el fragmento de 451 pares de bases
corresponden a pacientes que no presentan la mutacion, si se observan dos bandas
correspondientes a un fragmento normal y uno mutado el paciente es
heterocigoto.

Para la mutacion 3120+1Kbdel8.6Kb si se observa unicamente el fragmento de 235
pb el paciente es un homocigoto para la mutacion
(3120+1Kbdel8.6Kb/3120+1Kbdel8.6KDb).

En los pacientes heterocigotos para la mutacion 3120+1Kbdel8.6Kb se
comprobd el patron de herencia en los progenitores. En los pacientes que no se les
detectd6 la mutacion 3120+1Kbdel8.6Kb se procedié a realizar la determinacion

CFTRdele20.
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3.3.5.4 Delecion del exon 20 (CFTRdele20)

Esta delecion tiene una extension de 781 bp. Los cebadores F:5'-GAA TCA
TTC AGT GGG TAT AAG CAG-3" y R:5"-TAT AGT CAG TCT ACC TGG AGG T-
3" fueron disefiados para cubrir el area flanqueante a la regién del exon 20 de la
proteina CFTR.*"*

La nomenclatura para esta mutacion de acuerdo a la Base de Datos de
Mutaciones de la Fibrosis Quistica (CFMD, Cystic Fibrosis Mutation Database) es
IVS19-24 1VS20+601del781°° y de acuerdo a la Sociedad de Variacion del Genoma
Humano (HGVS, Human Genome Variation Society) le corresponde la nomenclatura
c.3718-24 ¢.3873+601del781%.

La mezcla de reaccion con un volumen final de 25 ul comprende:
Buffer de enzima 10X 2.5ul
Cloruro de magnesio (25 mM) 2.5ul

dNTPs (4 mM) 4.0 ul
Cebador Forward (F) 15 pmol/ul
Cebador Reverse (R) 15 pmol/ul
Taq ADN polimerasa (Fermentas) 2.5U
ADN 200 ng
Agua csp’ 25ul

Se adicionan unas gotas de aceite mineral estéril en los tubos para evitar la
evaporacion de la mezcla en el termociclador.

En el termociclador el primer paso es la desnaturalizacion del ADN a 94° C
durante 3 minutos.

Los 30 ciclos posteriores comprenden: 30 segundos a 94° C (desnaturalizacion),
Iminuto a 57°C (annealing), 5 minutos a 72° C (extension). El paso final de elongacioén
son 10 minutos a 72° C.

Los fragmentos amplificados son controlados mediante electroforesis en gel de
agarosa al 0.8% a 75 V durante 30 minutos, el buffer de corrido empleado es TAE 1X.
Se siembran 5 ul del producto de PCR con 1 ul de loading buffer 6X, ademas una

alicuota de agua control y el marcador de peso molecular de 1 Kb.
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La tincion del gel se realiz6 con bromuro de etidio y se observaron las bandas
fluorescentes con radicacion UV.

El fragmento de 3684 pb corresponde al alelo normal, el fragmento de menor
tamafio de 2903 pb, migra con mayor rapidez y corresponde al alelo mutado. Las
muestras en las que se visualizan Unicamente fragmentos de 3684 pb corresponden a
pacientes que no presentan la mutacion, si se observan dos bandas correspondientes a
un fragmento normal y uno mutado el paciente es heterocigoto para la mutacion
(CFTRdele20/otro) y si se observan unicamente fragmentos de 2903 pb el paciente es
un homocigoto para la mutacion (CFTRdele20/ CFTRdele20).

En los pacientes heterocigotos para la mutacion CFTRdele20, se comprob¢ el
patron de herencia en los progenitores. En los pacientes a los que no se les detectd la
mutacion CFTRdele20 ni la 3120+1Kbdel8.6Kb, se procedio a realizar la determinacién
CFTRdele24.
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3.3.5.5 Delecién del exon 24 (CFTRdele24)

Esta delecion tiene una extension de 582 bp. Los cebadores F:5'-AAG CAT
TTG CTG ATT GCA CAG-3" y R:5-TGA AAA CAT ACC ACC ATC AAC C-3°
fueron disefiados para cubrir el area flanqueante a la region del exon 24 de la proteina
CFTR.»*

La nomenclatura para esta mutacion de acuerdo a la Base de Datos de
Mutaciones de la Fibrosis Quistica (CFMD, Cystic Fibrosis Mutation Database) es
4344 Stop+486del585insTTG’ y de acuerdo a la Sociedad de Variacion del Genoma
Humano (HGVS, Human Genome Variation Society) le corresponde la nomenclatura
c.4212 c.4443+486del585insTTG.

La mezcla de reaccion con un volumen final de 25 ul comprende:
Buffer de enzima 10X 2.5ul
Cloruro de magnesio (25 mM) 2.5ul

dNTPs (4 mM) 4.0 ul
Cebador Forward (F) 15 pmol/ul
Cebador Reverse (R) 15 pmol/ul
Taq ADN polimerasa (Fermentas) 2.5U
ADN 200 ng
Agua csp’ 25ul

La adicion de unas gotas de aceite mineral estéril en los tubos evita la
evaporacion de la mezcla en el termociclador.

En el termociclador el primer paso es la desnaturalizaciéon del ADN a 94° C
durante 3 minutos.

Los 40 ciclos posteriores comprenden: 30 segundos a 94° C (desnaturalizacion),
30 segundos a 57°C (annealing), 2 minutos a 72° C (extension). El paso final de
elongacion son 10 minutos a 72° C.

Los fragmentos amplificados fueron controlados mediante electroforesis en gel
de agarosa al 0.8% a 75 V durante 30 minutos, el buffer de corrido empleado fue TAE
1X. Se sembraron 5 ul del producto de PCR con 1 ul de loading buffer 6X, ademas una

alicuota de agua control y el marcador de peso molecular de 1 Kb.
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La tincion del gel se realiz6 con bromuro de etidio y se observaron las bandas
fluorescentes con radicacion UV.

El fragmento de 2670 pb corresponde al alelo normal, el fragmento de menor
tamafio de 2028 pb, migra con mayor rapidez y corresponde al alelo mutado. Las
muestras en las que se visualizan Unicamente fragmentos de 2670 pb corresponden a
pacientes que no presentan la mutacion, si se observan dos bandas correspondientes a
un fragmento normal y uno mutado el paciente es heterocigoto para la mutacion
(CFTRdele24/otro) y si se observan unicamente fragmentos de 2028 pb el paciente es
un homocigoto para la mutacion (CFTRdele24/ CFTRdele24).

En los pacientes heterocigotos para la mutacion CFTRdele24, se comprob¢ el

patron de herencia en los progenitores.
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3.36 Secuenciacion de ADN
Método enzimatico de terminacion de cadena (Método de Sanger o didesoxi)

Desarrollado en 1975 por Frederick Sanger y colaboradores, emplean
didesoxinucledtidos trifosfato (ddNTPs ) como terminadores de la cadena de ADN.'"!

Se requiere de una hebra molde de ADN de cadena sencilla, un cebador de ADN
con nucle6tidos marcados radiactivamente o por fluorescencia, ADN polimerasa y
didesoxinucledtidos.

La secuenciacion se realiza en cuatro reacciones separadas en las que cada una
contiene los cuatro desoxinucleotidos estandar (dATP, dGTP, dCTP y dTTP) y en cada
reaccion se anade s6lo uno de los cuatro didesoxinucleotidos (ddATP, ddGTP, ddCTP o
dTTP). Estos didesoxinucleotidos terminan la elongacion de la cadena de ADN naciente
al carecer de un grupo hidroxilo en la posicién 3" de la desoxirribosa que se necesita
para la formacion del enlace fosfodiéster.

La incorporacion de un didesoxinucledtido en la cadena de ADN naciente
termina su extension, lo que produce varios fragmentos de ADN de longitud variable
que terminan todos en el mismo nucledtido y marcados todos radiactivamente por el
extremo 5. Los fragmentos de ADN sintetizados y marcados son separados por tamafio
mediante electroforesis en gel de poliacrilamida-urea. Los productos de cada uno de las
cuatro mezclas de reaccion se corren en cuatro calles diferentes del gel y se visualizan
las bandas de ADN mediante autoradiografia o luz ultravioleta. La secuencia de ADN se
puede leer directamente a partir de la placa de rayos X o de la imagen del gel. (Ver
figura 3.4.)

La aparicion de bandas oscuras, en una posicion concreta del gel, corresponden
a los fragmentos de ADN de diferentes longitudes. El nucle6tido terminal se identifica
de acuerdo al didesoxinucledtido que se anadio6 en la reaccion que dio lugar a esa banda.

Se obtiene la secuencia del ADN de nueva sintesis en direcciéon 5°- 37,
mediante la lectura del gel, iniciando por los fragmentos de menor tamafio (extremo 5°)

y avanzando hacia 3" por los fragmentos de mayor tamafio.
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Iniciacidn de la La sirtesi=s de ADHtermina Conjurto de fragrmentos
Sintesiz de ADN Cuzndo se afiade un ddHTF que terminan por Adenina
5 Primer JF o 5" Prirmer ' 5 Prirmer ¥
dds A~
LELLLLLLLELd EENNENNIERENN
F aDNmode T T T & F apHmode T T T 5
5 Primer F 5 Primer 3' 5 Primer i i
T e ddA
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Electroforesis vertical en|
Gel de acrilamida | Rutorradio grafia resultante|
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FIGURA 3.4. Método de Sanger o didesoxi. Se realiza en cuatro mezclas de reaccion,
cada una contiene los cuatro desoxinucleétidos trifosfato (dATP, dCTP, de dTTP y
dGTP), ADN polimerasa, un cebador marcado radiactivamente y un nucleétido
didesoxi, a una concentracion baja. El nucledtido didesoxi utilizado competird con su
homologo por incorporarse a la cadena de ADN que se esté sintetizando, produciendo
la terminacion de la sintesis en el sitio de uniéon. En cada mezcla de reaccion se
producen moléculas de ADN de diferente longitud que terminan todas en el mismo
nucleodtido y marcadas todas radiactivamente por el extremo 5'. Los fragmentos de ADN
de nueva sintesis obtenidos en cada mezcla de reaccidn se separan por tamafios
mediante electroforesis en geles verticales de acrilamida que permiten distinguir
fragmentos de ADN que se diferencian en un solo nucleotido. Una vez terminada la
electroforesis, el gel se pone en contacto con una pelicula fotografica de
autorradiografia. http://www.ucm.es/info/genetica/
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Secuenciacién por terminador fluorescente (Método automatico de secuenciacion)

Es una modificacion del método enzimatico de terminacion de cadena, en el que
se marcan cada uno de los cuatro didesoxinucleétidos que terminan la cadena, con un
colorante fluorescente diferente, con fluorescencia a distintas longitudes de onda.

Los fragmentos de ADN son separados mediante electroforesis capilar basada en
la deteccion y registro de los picos de fluorescencia en un cromatograma.

Este método permite realizar la secuenciacion de forma rapida por llevarse a
cabo en una sola reaccion.

Es el método de referencia en la secuenciacion automatizada empleado en
conjunto con analizadores de secuencia computarizada de alto rendimiento. Sus ventajas

son: facil operabilidad, gran rapidez en la obtencion de resultados y bajo costo.

Purificacion de los fragmentos

Los fragmentos mutados son extraidos con el kit PCR clean-up Gel extraction
NucleoSpin Extract I (MACHEREY-NAGEL) a partir de un gel de agarosa al 2%
(Ultra pure GIBCO). (Ver figura 3.5.)

En el método NucleoSpin Extract II el ADN se une a una membrana de silica en
presencia de una sal caotropica afiadida mediante la union del buffer NT. La mezcla de
union se carga directamente en las columnas NucleoSpin Extract II. Contaminacion,
como sales y componentes macromoleculares solubles son removidos por un simple
paso de lavado con tampoén etandlico NT3. El ADN puro finalmente se eluye en

condiciones de baja fuerza idnica con un poco de buffer alcalino NE.
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g :: Gel de agarosa

PCR mix -

\1/ + buffer NT

—
- Unioén
o
= Lavado
[l

oy -

Elucidén

FIGURA 3.5. Columnas de purificacion para fragmentos en gel de agarosa. Figura del
manual de usuario del kit PCR clean-up Gel extraction NucleoSpin Extract II

(MACHEREY-NAGEL)

Amplificacion de los fragmentos purificados

Se realiza una reaccion de PCR con 1 ul de cada producto de PCR purificado en
las columnas con los dos oligonucledtidos cebadores disefiados para cubrir el area
flanqueante a la region de los exones 17a/17b/18 de la proteina CFTR (16delF:5-AAC
CAG ACT GTC AGT TTG CCT CAT-3" y 18delR:5-AAT GCC CAT AAA CAC
CCA GGA AAG-3"). Se utiliz6 como control el producto purificado en la columna de

un fragmento del gel de agarosa puro.
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La mezcla de reaccién con un volumen final de 50 ul comprende:

Buffer de enzima 10X 5.0ul
Cloruro de magnesio (25 mM) 5.0ul
dNTPs (1.25 mM) 6.0 ul
Cebador 16delF 15 pmol/ul
Cebador 18delR 15 pmol/ul
Taq ADN polimerasa (Fermentas) 4 U
Producto de PCR purificado 1ul

Agua csp 50 ul

Se adicionan unas gotas de aceite mineral estéril en los tubos para evitar la
evaporacion de la mezcla en el termociclador.
El programa PCR incluye:
Desnaturalizacion a 94° C durante 3 minutos.
30 ciclos posteriores comprenden: 30 segundos a 94° C
30 segundos a 57°C
30 segundos a72° C

Elongacion 7 minutos a 72° C.

Una vez obtenidos los fragmentos amplificados, se realiza la electroforesis en
gel de agarosa al 2% a 75 V durante 30 minutos, el buffer de corrida empleado fue TAE
1X. Se siembran 5 ul del producto con 1 ul de loading buffer 6X; una alicuota de agua
control y el marcador de peso molecular 100 pb Fermentas o Invitrogen. Posteriormente
se tifie con bromuro de etidio y se observan las bandas fluorescentes con radicacion
UV.

El tnico fragmento observado debe corresponder al alelo mutado de 235 pb y

en el control de agarosa no se debe visualizar ninguna banda.

Cuantificacion de los productos de PCR

En la cuantificacion de los productos de PCR para secuenciar se emple6 el kit
Quant-iT ds DNA HS Assay 0.2 — 100 ng (Invitrogen) y el fluorimetro Qubit
(Invitrogen).

El kit Quant-iT ds DNA HS Assay emplea colorantes selectivos que se tornan

fluorescentes cuando se unen al ADN. Estos colorantes son especificos para sus targets
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y no se acoplan a contaminantes como fenol, sales, cloroformo y/o nucleétidos libres. El
resultado es una lectura de fluorescencia que refleja exactamente la cantidad de la
muestra a cuantificar. Esta plataforma ofrece alta selectividad y mayor sensibilidad
utilizando s6lo un microlitro (ul) de muestra.

La empresa MACROGEN (Corea) solicita que la concentracion de las muestras
sea de 50 ng/ul y el volumen minimo de 20 ul.

Se deben enviar también los cebadores en una concentracion de 10 pmol/ul (60

ng/ul) en un volumen superior a 20 ul.
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RESULTADOS Y DISCUSION

La busqueda de las deleciones/duplicaciones del gen CFTR es fundamental para
establecer con alta sensibilidad el genotipo de los pacientes FQ, y como tal un consejo
genético adecuado.”” Varios estudios han reportado la identificacion de deleciones
exonicas en el gen CFTR. Se han caracterizado los grandes reordenamientos genéticos,
incluidas las grandes deleciones/inserciones, que representan el 16-24% de los alelos
FQ no identificados en la poblacién europea.”’~!

Lerer y colaboradores, 1999; Niel y colaboradores, 2004; Bombieri y
colaboradores, 2005; Schrijver y colaboradores, 2008; concluyen que los
reordenamientos del gen CFTR representan alrededor del 2% de los alelos FQ.

Ramos M y colaboradores en el afio 2010, reportan que los reordenamientos del
gen CFTR representan el 1,3% de los alelos FQ en Espaiia.*®

Actualmente hay 1890 mutaciones que se sefialan en la Base de Datos de
Mutaciones de la Fibrosis Quistica (Cystic Fibrosis Mutation Database), el analisis
estadistico por tipo de mutacion muestra que las grandes inserciones/deleciones del gen

CFTR tienen una frecuencia del 2,59%.

En la tabla 4.1. se detalla la distribucion de los 260 alelos correspondientes a los
130 pacientes fibroquisticos no relacionados incluidos en esta investigacion.

Los pacientes de genotipo incompleto comprenden dos grupos: 102 pacientes
que presentan una mutaciéon FQ en un alelo y 28 pacientes con dos alelos que
permanecen sin identificar.

La deteccion molecular de tres grandes deleciones del gen CFTR
(3120+1Kbdel8.6Kb, CFTRdele20, CFTRdele24) se realiz6 en un total de 158 alelos no
identificados.

De las mutaciones detectadas previamente a este estudio, la mutacion F508del es
la mas frecuente en los pacientes FQ de genotipo incompleto, correspondiente al 26,5%
del total de los alelos.

De las tres grandes deleciones del gen CFTR investigadas en este trabajo, se

detectaron tres pacientes heterocigotos portadores de la mutacién 3120+1Kbdel8.6Kb.
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TABLA 4.1. Distribucion de los alelos.

NUmero de

Mutacion alelos %
F508del 69 26,5
G542X 13 5,0
R334W 6 2,3
G85E 2 0,8
Ile507del 2 0,8
1148T 2 0,8
N1303K 1 0,4
3272-26A—G 1 0,4
W1282X 1 0,4
3849+10KbC—T 1 0,4
R1162X 1 0,4
394 del TT 1 0,4
RI117H 1 0,4
1717-1G—A 1 0,4
Otro 158 60,7

TOTAL 260 100%

Delecion de los exones 17a/17b/18 (CFTRdelel7a_18 6 3120+1Kbdel8.6Kb)

Las 130 muestras de ADN amplificaron el fragmento de 451 pb,
correspondiente al control interno del exon 18. (Ver figura 4.1.)

En tres muestras se amplificaron dos fragmentos: uno de 451 pb correspondiente
al alelo normal y un fragmento de 235 pb correspondiente al alelo mutado. (Ver figura
4.2.) Los tres pacientes son heterocigotos para la mutacion 3120+1Kbdel8.6Kb. Los tres
casos corresponden a pacientes de genotipo incompleto con una mutacion FQ de clase 11
detectada anteriormente, completandose asi el genotipo.

Se realizo la deteccion de la mutacion 3120+1Kbdel8.6Kb en ocho familiares de
los pacientes. En el primer caso positivo (CF210) para la mutacion 3120+1Kbdel8.6Kb,
la madre es la portadora de la mutacion F508del, por falta de muestra de ADN paterno

no se pudo constatar el patron de herencia ya que el padre deberia ser el portador de la
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mutacion 3120+1Kbdel8.6Kb. En los dos siguientes casos detectados (CF628 y CF
1143) se pudo comprobar el correcto patron de herencia, en ambas situaciones la madre

es la portadora de la mutacion 3120+1Kbdel8.6Kb, el padre es el portador de la

mutacion de clase II en el otro alelo. (Ver tabla 4.2.)

MP 1 2 3

500 pb
451 pb

FIGURA 4.1. PCR de control interno del exon 18 (mutacion CFTRdelel7a 18 6
3120+1Kbdel8.6Kb). Lineas 1-3: No 3120+1Kbdel8.6Kb. Gel de agarosa al 2%.
Marcador de peso molecular 100bp (Fermentas).

MP 1 2 3 4

500 pb
451 pb
235 pb

FIGURA 4.2. PCR Multiplex para la determinacion de la mutacion CFTRdelel7a 18 6
3120+1Kbdel8.6Kb. Gel de agarosa al 2%. Lineas 1-3: Het-heterocigoto. Linea 4: No
3120+1Kbdel8.6Kb. Marcador de peso molecular 100 bp (Fermentas).
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TABLA 4.2. Estudio en familiares de los pacientes portadores de la mutacion
3120+1Kbdel8.6Kb.

FAMILIARES DE
PACIENTES MUTACION
PORTADORES DE CONOCIDA/ GENOTIPO
LA MUTACION IDENTIFICADA
3120+1Kbdel8.6Kb PREVIAMENTE

PRIMER PACIENTE

(CF210) F508del/3120+1Kbdel8.6Kb
Madre F508del (exon 10) F508del/Normal
SEGUNDO

PACIENTE (CF628) N1303K/3120+1Kbdel8.6Kb
Madre 3120+1Kbdel8.6Kb/Normal
Padre N1303K (ex6n 21) N1303K/Normal
Hermana Normal/Normal

TERCER PACIENTE

(CF1143) F508del/3120+1Kbdel8.6Kb
Madre 3120+1Kbdel8.6Kb/Normal
Padre F508del (exon 10) F508del/Normal
Hermano Normal/Normal
Hermana F508del (exo6n 10) F508del/Normal

Los tres pacientes manifiestan la expresion clasica de la fibrosis quistica, con un
fenotipo severo caracterizado por: prueba de sudor positiva, grave deterioro de la
funcion pulmonar con colonizacion permanente de gérmenes caracteristicos a la FQ e

insuficiencia pancreatica. (Ver tabla 4.3.)

La mutacion CFTRdelel7a_18 (3120+1Kbdel8.6Kb) tiene una extension de 8.6
Kb que comienza en 1 Kb en el intron 16, exén 17a, intrén 17 a, exén 17 b, intrén 17 b,
exon 18 y 1.7 Kb en el intrén 18.%° En la proteina CFTR truncada por esta gran delecion
se unen los exones 16 al 19.%!

Originalmente, Lerer I y colaboradores en 1999 describieron este
reordenamiento del gen CFTR en la poblacion arabe Palestina; estudios posteriores la

. 25 ., 1 1 ~ 2
reportan en americanos>, italianos®'”’ y espaioles.”
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La mutacion CFTRdelel7a 18 (3120+1Kbdel8.6Kb) representa el 13% de los
alelos FQ en pacientes arabes israelies.”

Lerer I y colaboradores, 1999; proponen el sobrecruzamiento desigual inter o
intra cromosomicos (unequal crossing-over), como el mecanismo en la evolucion de la

eliminacion de los exones 17a, 17b, 18.2 (Ver figura 4.3.)

i | 170
A lohmn A_{ } | L

E J E

24¥b
Control " 1.6 Kb i ¥ 12 Kb
normal
> -« > -
16-10 8-1 19-1
16 F 16 Kb 19
. e 1 |
Delecién . 1K - + —
Mutacién » < 1xb
16-1 19-10

c aaccagactqgtcagtttgcctcatctgaaatgattgacacaaacaa ctgtccca

agtgaactttggcattttggatatccttcagttgttctgtttaaagatataacttagaagcagctgat
ggaatatttaaatccatgcgttgaattcatgcattcaaagaaac atgt gagtgatttccctge
caaatagcacaagtagcctttcctgggtatttatgggcatt

D > [ TCARAGCTAATATGT %\ | | > TCAAAGCTAATATGT ‘

TCAAAGA AACATGT

int 19

FIGURA 4.3. A. Presentacion esquematica de la organizacion gendmica de los exones
16 y 18 y la localizacion de los cebadores utilizados en este estudio. Sitios E-EcoRI,
repeticion L-LINE, repeticion A-Alu, J-puntos de interrupcion. B. Productos de PCR de
ADNs controles normales y de la delecion mutacion 3120+1Kbdel8.6Kb. La linea
discontinua representa la delecion. C. La secuencia alrededor del punto de interrupcion
(breakpoint junction). Las 4 letras en negrita son los pares de bases idénticos en los
intrones 16 y 18 en los cuales ocurre la interrupcion. Las bases en italica son del intrén
18, a la izquierda esta la secuencia del intron 16. Los cebadores 16delF y 18delR estan
subrayados. D. El sobrecruzamiento desigual es un mecanismo sugerido en la
evolucion de la delecion. a) sobrecruzamiento desigual intra cromosomico
(intrachromosomal crossing-over), b) sobrecruzamiento desigual inter cromosomico
(interchromosomal crossing-over).”
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Por secuenciacion del fragmento mutado amplificado de 235 pb, se confirma que
la mutacion CFTRdelel7a 18 (3120+1Kbdel8.6Kb) es de tipo cambio del marco de
lectura (in-frame deletion), es una delecién de 159 aminoécidos (997 - 1156)* y elimina
la parte terminal (10 a 12) del dominio transmembrana 2 (TM2) en la proteina CFTR™.

Los productos de PCR de los fragmentos purificados con las columnas de
extraccion NucleoSpin Extract I (MACHEREY-NAGEL) se obtuvieron en alta
concentracion y calidad. Se utilizdo como control un fragmento de gel de agarosa puro
que no amplific6 ninguna banda, comprobando asi que el proceso de extraccidon y

purificacion estuvo libre de contaminacion. (Ver figura 4.4.)

MP 1 2 3

500 pb
235 pb

FIGURA 4.4. PCR de amplificacion de los fragmentos mutados purificados por método
de extraccion en columnas NucleoSpin Extract II. Lineas 1-3: fragmento de 235 pb

puro. Gel de agarosa al 2%. Marcador de peso molecular 100 bp (Fermentas).

Esta mutacion severa, cuando se combina con una segunda mutacién severa,
puede dar lugar a la presentacion temprana de la FQ. En nuestro estudio, la FQ clasica
se diagnosticod en los tres nifios antes del primer afio de vida; en el primer caso por
historia familiar de FQ y pesquisa neonatal; en el segundo caso por manifestaciones

clinicas de la FQ presentes al nacimiento y en el tercer caso por pesquisa neonatal.
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La frecuencia de la mutacion CFTRdelel7a 18 (3120+1Kbdel8.6Kb) en los 130

pacientes FQ incluidos en este estudio es del 2.3 % y las tres mutaciones detectadas

corresponden al 2% de los alelos sin identificar.

TABLA 4.3.

delecion CFTRdelel7a 18 6 3120+1Kbdel8.6Kb.

Genotipo e historia clinica de los pacientes portadores de la gran

EDAD RESULTADO
GENOTIPO DEL SEXO Y FORMA EDAD PRUEBA DE MANIFESTACIONES
PACIENTE DE ACTUAL SUDOR CLINICAS
DIAGNOSTICO (cloruros meg/L)
PRIMER CASO
(CF210) 1 mes Paciente 96 Afectacion pulmonar grave
Pesquisa neonatal fallecié a Insuficiente pancreatico
F508del/3120+1Kbdel8.6 M Hermano FQ los 8 afios Colonizacion por
Kb fallecido a los 6 de edad Pseudomonas aeruginosa y
meses de edad Staphylococcus aureus
meticilina-resistente
SEGUNDO CASO
(CF628)
Afectacion pulmonar grave
5 meses 6 afios 79 Insuficiente pancreatica
N1303K/3120+1Kbdel8.6 F Ileo meconial Colonizacion por
Kb Pseudomonas aeruginosa y
Staphylococcus aureus
meticilina-resistente
TERCER CASO
(CF1143) Afectacion pulmonar grave
Insuficiente pancreético
1 mes 2 afos(?) 97 Colonizacién por
F508del/3120+1Kbdel8.6 M Pesquisa neonatal Streptococcus pneumonie y
Kb Staphylococcus aureus

M masculino; F femenino

(?) Paciente no concurre a los dos ultimos controles

En la tabla 4.4. se presenta la distribucion final de los 260 alelos incluidos en
este estudio. Dentro del total de 15 mutaciones del gen CFTR presentes en los 105
alelos mutados, a la mutacion CFTRdelel7a_ 18 (3120+1Kbdel8.6Kb) le corresponde el
cuarto lugar, y representa el 1.2% de los alelos FQ. Esta proporcion de los
reordenamientos del gen CFTR, se asemeja a lo publicado por Ramos M vy

colaboradores en el afio 2010 en la poblacion espafiola (1.3%).
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NuUmero
Mutacion Exon/Intrén de alelos %

F508 del Exon 10 69 26.5
G542X Ex6n 11 13 5.0
R334W Exon 7 6 2.3
CFTRdelel7a 18 Exones 17a/17b/18 3 1.2
GS85E Exon 3 2 0.8
Ile507del Exo6n 10 2 0.8
1148T Exon 4 2 0.8
N1303K Exon 21 1 0.4
3272-26A—G Intrén 17 a 1 0.4
W1282X Exo6n 20 1 0.4
3849+10KbC—T Intrén 19 1 0.4
R1162X Exo6n 19 1 0.4
394 del TT Exon 3 1 0.4
R117H Exon 4 1 0.4
1717-1G—A Intrén 10 1 0.4
Otro 155 59.6

TOTAL 260 100%

Existen publicaciones que relacionan los grandes reordenamientos del gen CFTR
con el fenotipo CBAVD. Ratbi I y colaboradores en el afio 2007, detectaron cuatro
grandes reordenamientos del gen CFTR en un subgrupo de 61 hombres infértiles con
ausencia congénita bilateral de vasos deferentes (CBAVD). Estos reordenamientos
representan el 7% de los alelos previamente no identificados y el 1% de todos los alelos
identificados (222 CFTRdelel7a 18
(3120+1Kbdel8.6Kb) se detectd en un paciente CBAVD proveniente de Siria. Se espera

pacientes en total). La mutacion

que los reordenamientos del gen CFTR estén presentes en al menos un alelo en

pacientes CBAVD, en trans con una mutacion leve.”
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Hantash FM y colaboradores, 2006; concluyen que el andlisis del gen regulador
de la conductancia transmembrana de la fibrosis quistica en busqueda de deleciones
exonicas y duplicaciones, debe ser incluido para el estudio completo de los pacientes

CBAVD, en especial en aquellos que consideran la reproduccién asistida.''?
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Delecion del exon 20 (CFTRdele20)

En las 127 muestras de ADN se amplificaron tnicamente fragmentos de 3684
pb, correspondientes a alelos normales (Ver figura 4.5.). Lo cual est4 de acuerdo con la
baja frecuencia reportada para esta gran delecion. De hecho, el tnico reporte encontrado
en la literatura, hace referencia a Férec C y colaboradores que en el ano 2006
caracterizaron seis nuevos grandes reordenamientos del gen CFTR en una poblacion
total de 274 alelos que fueron reclutados de 10 paises: Australia (4), Algeria (29),
Bélgica (3), Republica Checa (50), Francia (12), Irlanda (57). Italia (4), Espana (28),
Tanez (51), Estados Unidos (36). La mutaciéon IVS19-24 1VS20+601del781
(CFTRdele20) es una delecion simple con repeticiones cortas directas en la posicion 5’
y 3" de los puntos de interrupcion (breakpoints). (Ver figura 4.6.) Se publicod la

., . . ~ 29
deteccion de esta gran delecion en tres pacientes espafioles.

4072 pb

3684 pb=——
3054 pp——
2036 pb=——
1636 pb—™

1018 p ————

506 ph —

FIGURA 4.5. PCR para la determinacion de la mutacion CFTRdele20. Gel de agarosa
al 1%. Lineas 1-4: N-normal. Marcador de peso molecular 1 Kb DNA Ladder (Gibco
BRL).
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c.3718-24_c.3873+601del781 (IVS19-24_IVS20+601del781)
ctatatgtcacagaagtgateceateaettttaosssssrsngagaaatagonaengttocagtttaaagtgata

FIGURA 4.6. La mutacion IVS19-24 1VS20+601del781 (CFTRdele20) es una
delecion simple. La secuencia nativa (wild-type) que abarca el extremo 5’y el 3’de los
puntos de interrupcion (breakpoints) del reordenamiento CFTRdele20, la secuencia
eliminada esta excluida. Las repeticiones cortas directas que estan presentes solo en los
puntos de interrupcion (breakpoints) 5y 3” estan subrayadas.”
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Delecidn del exon 24 (CFTRdele24)

En las 127 muestras de ADN se amplificaron unicamente los fragmentos de
2670 pb, correspondientes a alelos normales (Ver figura 4.7.), lo cual estd de acuerdo
con la baja frecuencia reportada para esta gran delecion. Férec C y colaboradores en el
2006, la caracterizaron como una mutacion compleja con inserciones cortas de 3-6
nucleotidos en, o dentro de las inmediaciones de las uniones cromosOémicas aberrantes.

Es una mutacién compleja en la que las secuencias adicionales han sido
insertadas en las uniones cromosomicas recién formadas (Ver figura 4.8.). El unico

.y . . ~ 12
portador de esta mutacion fue un paciente de origen espafiol.”

FIGURA 4.7. PCR para la determinacion de la mutacion CFTRdele24. Gel de agarosa
al 1%. Lineas 1-3: puesta a punto progresiva de la PCR hasta obtener bandas
especificas. Linea 4: N-normal. Marcador de peso molecular 1 Kb DNA Ladder (Gibco
BRL).
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c.4344_Stop+486del585insTTG
CCTCCGACAGGGETGAAGSTCTTTOCCCRACCoo e sesssactctontatocanzbaatgtttagaacdTaget

FIGURA 4.8. La secuencia nativa (wild-type) que abarca el extremo 5"y el 3" de los
puntos de interrupcion (breakpoints) del reordenamiento CFTRdele24, la secuencia
eliminada estd excluida. La secuencia TTG corresponde a las inserciones cortas, que
corresponden a un trinucledtido downstream, caa, en orientacion invertida. Los
diferentes pares de repeticiones cortas invertidas se presentan resaltadas.”’
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CONCLUSIONES

Se detectaron tres pacientes heterocigotos para la mutacion CFTRdelel7a_18
(3120+1Kbdel8.6Kb), una delecidon de los exones 17a/17b/18 que elimina la
parte terminal (10-12) del dominio trasmembrana 2 (TM2) del gen CFTR.

La revision de las historias clinicas permitié evidenciar que el fenotipo de los
tres pacientes con la mutaciéon CFTRdelel7a_18 (3120+1Kbdel8.6Kb) es
severo, incluye grave deterioro pulmonar e insuficiencia pancreatica,
colonizacion crénica con gérmenes caracteristicos de fibrosis quistica; el
genotipo se completa porque esos pacientes son también portadores de una

mutacion de clase II.

La mutacion CFTRdelel7a_18 (3120+1Kbdel8.6Kb) es una de las primeras
grandes deleciones publicadas en el gen CFTR. Originalmente se describio en
pacientes con ascendencia arabe Palestina y la frecuencia mas alta de esta
mutacion es en esta poblacion, lo que nos permite relacionar un componente de

Medio Oriente en la poblacion argentina.

La secuenciacion del fragmento mutado amplificado de 235 pb confirma que es

una mutacion de 159 aminoacidos.

La frecuencia de la mutacion CFTRdelel7a_18 (3120+1Kbdel8.6Kb) en los 130
pacientes FQ incluidos en este estudio es del 2.30% y las tres mutaciones

detectadas corresponden al 2% de los alelos sin identificar.

Dentro del total de 15 mutaciones del gen CFTR presentes en los 105 alelos
mutados, a la mutaciéon CFTRdelel7a_18 (3120+1Kbdel8.6Kb) le corresponde
el cuarto lugar, y representa el 1.2% de los alelos FQ. Esta proporcién de los
reordenamientos del gen CFTR, se asemeja a lo publicado por Ramos M y

colaboradores en el afio 2010 en la poblacién espafiola (1.3%).
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No se detectd6 ningun paciente portador de las mutaciones CFTRdele20 y
CFTRdele24, lo que coincide con la baja frecuencia reportada en las
publicaciones de deteccion de grandes reordenamientos del gen CFTR en

poblaciones de origen hispanico.

Empleando secuencias especificas de cebadores publicadas en investigaciones
en las que caracterizan las mutaciones por métodos modernos como QMPSF,
MLPA, se pueden determinar grandes deleciones del gen CFTR de una manera

sencilla y accesible para todo laboratorio de Diagnéstico Molecular.
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ANEXO 1
EXTRACCION DE ADN
METODO DE SOLVENTES ORGANICOS (FENOL — CLOROFORMO)*®

. A 5 ml de sangre periférica anticoagulada con EDTA 5% adicionar 5 ml de
RCLB vy centrifugar 10 minutos a 1500 rpm. Descartar el sobrenadante y repetir
el proceso hasta obtener un pellet.

. Adicionar al pellet 600 ul de buffer PK'y 12 ul de enzima proteinkinasa. Incubar
en bafio Maria para la digestion, a 62°C por 2 horas, o durante toda la noche a
37°C.

. Al producto de la digestion adicionar 600 ul de fenol/tris clorhidrico, agitar
vigorosamente por 10 minutos y centrifugar en microcentrifuga 8 minutos a
6500 rpm.

Separar la fase acuosa, pasarla a otro tubo y adicionar 300 ul de fenol/tris
clorhidrico y 300 ul de alcohol isoamilico-cloroformo. Agitar hasta mezclar
durante 10 minutos y centrifugar 8 minutos a 6500 rpm.

Separar la fase acuosa, pasarla a otro tubo y adicionar 600 ul de alcohol
isoamilico-cloroformo. Agitar hasta mezclar durante 10 minutos y centrifugar 8
minutos a 6500 rpm.

. Separar la fase acuosa, pasarla a otro tubo y adicionar 50 ul de cloruro de sodio
3 My 800 ul de etanol absoluto. Agitar suavemente hasta obtener un ovillo de
ADN.

Lavar el ovillo de ADN en etanol 45° dejar secar hasta que se torne
transparente.

Resuspender en solucion tris EDTA (10:1) el volumen depende del tamafio del
ovillo.

Mantener el ADN a 37°C por un minimo de 8 horas.
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Anexos

PURIFICACION DE FRAGMENTOS DE ADN PARA SECUENCIACION
COLUMNAS NUCLEOSPIN EXTRACT Il

PCR clean-up Extraccion del ael

Extraccion del fragmento —

de ADN del gel = —

Lisis del gel/

Ajustar las condiciones de — 200 pL NT/ — 200 uL NT/
unién 100 puL PCR 100 mg gel

50°C
5-10 min

Union del ADN

11,000 x g
1 min
Lavar la membrana de
silica 700 L NT3
11,000 x g
1 min
Secar la membrana de 11,000 x g
silica 2 min
Eluir el ADN 15-50 pL NE
RT
1 min
11,000 x g
1 min
FIGURA 4.1. Esquema de trabajo para la purificacion de fragmentos de ADN

extraidos de geles de agarosa. Tomada del manual de usuario columnas NucleoSpin

Extract Il (MACHEREY-NAGEL).
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