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Fibrosis quistica: diagndstico molecular en

93 pacientes argentinos y deteccion familiar
de portadores. Impacto asistencial y
proyeccion a nuevos avances terapéuticos
Molecular diagnosis of cystic fibrosis in 93 argentinean
patients and detection of heterozygotes in affected families.
Impact on health services and therapeutic advances

Dra. Ana M. Oller de Ramirez*, Téc. Lab. Addy Ghio*, Biogq. Myrna Melano de Botelli**

y Dra. Raquel Dodelson de Kremer*

RESUMEN

Introduccion. La fibrosis quistica es una enferme-
dad autosémica recesiva causada por mds de 1.500
mutaciones y variantes en el gen regulador de la
conductancia transmembrana.

Objetivos. Establecer el espectro y frecuencia de
mutaciones en este gen en pacientes argentinos.
Detectar portadores en las familias involucradas.
Material y métodos. Se investigé en 91 pacientes,
clinica y bioquimicamente confirmados con 2 prue-
bas de sudor positivas y en 2 adultos estériles. Se
trabajo con 165 familiares. El diagnéstico molecular
comprendié 3 etapas consecutivas: a) determina-
cién de 29 mutaciones frecuentes; b) haplotipos por
microsatélites; c) pesquisa completa del gen por
andlisis conformacional de hebra simple y electro-
foresis en gel de gradiente desnaturalizante con
secuenciamiento de los patrones anormales. Deter-
minado el genotipo de los pacientes, se investigé el
estado de portador en los familiares.

Resultados. 1° Objetivo: Seidentificaron 14 mutacio-
nes, se detectaron otras 3 mutaciones y se caracteri-
zaron otras 11 mutaciones, tres de ellas nuevas
(p.G27R, ¢.622-2A>G, p.W277R). En total, se identifi-
caron 28 mutaciones responsables del 90,3% de los
alelos mutados, 14 con una frecuencia superior al 1%.
2° Objetivo: De 165 personas investigadas, 143 fue-
ron portadores y 22 con genotipo normal.
Conclusiones. Este trabajo contribuyé a la caracteri-
zacién molecular de pacientes con fenotipos cldsi-
cos y atipicos y a la deteccién de numerosos porta-
dores. Las investigaciones féarmaco-terapéuticas re-
cientes se basan en el tipo de mutacién. Por lo tanto,
conocer las mutaciones de los pacientes (genotipo)
tiene significativa importancia para la futura apli-
cacién de terapias especificas.

Palabras clave: fibrosis quistica, autosémica recesiva,
gen CFTR, diagndstico molecular, farmacogenética.

Summary

Introduction. The cystic fibrosis is an autosomal
recessive disease caused by more than 1500 muta-
tions and variants in the cystic fibrosis transmem-
brane conductance regulator gene.

Objectives. To establish the spectrum and frequency
of mutations on this gene in Argentinean patients.

To detect heterozygotes in affected families.
Patients and methods. We investigated 91 clinical
and biochemically confirmed patients with 2 el-
evated sweat tests and 2 sterile adults. We worked
with 165 relatives. The molecular diagnosis was
accomplished in 3 serial stages: a) determination of
29 frequent mutations; b) haplotypes for microsat-
ellites; ¢) an extensive screening of gene through
single strand conformation analysis and multiplex
denaturing gradient gel electrophoresis with se-
quencing of abnormal patterns. Once patient’s geno-
type was confirmed, we investigated the heterozy-
gotes’ state in the relatives.

Results. 1" Objective: Fourteen mutations wereiden-
tified. Three more mutations were detected and
other 11 mutations were characterized, 3 of them
novel (p.G27R, c.622-2A>G, p.W277R). In total, we
have identified 28 mutations responsible for 90.3%
of the mutated alleles, 14 with a higher frequency
than1%. 2" Objective: From 165 investigated people,
143 were confirmed as heterozygotes and with nor-
mal genotype 22.

Conclusions. This work contributed to the molecu-
lar characterization of patients with classic and
atypical phenotypes and to the detection of great
numbers of carriers. New pharmacological thera-
peutic investigations are based on the mutation
type. Therefore, knowledge of patients, mutations
(genotype)hassignificantimportance for the future
application of specific therapies.

Key words: cystic fibrosis, recessive autosomal, CFTR
gene, molecular diagnosis, pharmacogenetic.

INTRODUCCION

La fibrosis quistica (FQ, MIM# 219700)
es la enfermedad hereditaria autosémica
recesiva mds frecuente en la poblaciéon
mundial.'? Es multisistémicay afecta prin-
cipalmente el pancreas y los pulmones.
Las mutaciones en el gen regulador de la
conductancia transmembrana (CFTR,
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ABCC7, MIM# 602421) son responsables de la FQ
clasicay delas presentaciones denominadasatipicas,
como agenesia bilateral congénita de conductos
deferentes (sigla en inglés “CBAVD”), pancreatitis
idiopdtica crénica, bronquiectasias y otras.*® La
“CBAVD” esun trastorno heterogéneo, pero en 70-
85% delos casos hubo mutacionesen el gen CFTR.”¢

En la provincia de Buenos Aires, los primeros
estudios de pesquisa neonatal con tripsina inmu-
norreactiva elevada mostraron una incidencia de
1/6.573.10

Gen y proteina CFTR

El gen CFTR estd constituido por 27 exones en
el cromosoma7q31.2 (www.genet.sickkids.on.ca/
cftr/", Figura 1). Codifica para un ARNm de 6.5
Kb, traducido a una proteina de 1.480 aminoéci-
dos, que acttia como canal de cloro regulador del
transporte idnico a través de la membrana apical
delas células epiteliales.'? La protefna CFTR es un
miembro de la familia de proteinas de membrana
transportadoras con sitios de unién al ATP deno-
minadas ABC (Figura 1).

Espectro de mutaciones

En la actualidad, se han identificado mds de
1.500 cambios (mutaciones y polimorfismos) en el
gen CFTR. La mutacién mds comtin a nivel mundial
es una delecién de fenilalanina en posicién 508
(p.F508del, sigla anterior AF508). Sin embargo, las
mutaciones comunes (p.F508del, p.G542X, p.G551D,
p-N1303K, p.W1282X) han mostrado diferentes fre-
cuencias entre distintos grupos étnicos y localiza-
ciones geograficas.!"* La mayoria de las restantes
mutaciones son menos frecuentes y generalmente
se limitan a una regién geografica o a la aparicién
familiar exclusiva.

Las mutaciones que provocan el cambio de un
aminodcido por otro (en inglés “missense”) repre-
sentanun 41% de las mutaciones asociadas a enfer-
medad; las que provocan un codén de terminacién
prematuro (en inglés “nonsense”), un 10%; las in-
serciones o deleciones que causan un cambio en el
marco de lectura (en inglés “frameshift”), un 18%
y aquellas que alteran nucleé6tidos conservados
en sitios de unién intrén-exén y afectan el proce-
samiento del pre-ARNm (en inglés “splicing”),
un 13%.

Existen 3% de rearreglos genémicos (grandes
deleciones o inserciones) y otro 1% que afecta la
zona promotora. Se han publicado datos sobre
alrededor de un 14% de cambios neutros que no
ocasionan enfermedad denominados polimor-
fismos.?

(Mutacién o polimorfismo?

Se puede predecir que las mutaciones “nonsense”,
“frameshift” o de “splicing” (en este caso, en secuen-
cias altamente conservadas en los intrones) afectan
al transcripto primario o a la sintesis de la protei-
na.'>'¢ Pero estimar la consecuencia de los cambios
de un aminodcido por otro es mds dificultoso, ya
que pueden ocasionar enfermedad o tratarse de
polimorfismos.

Demostrar que estos cambios son causal de
enfermedad exige comprobar alguna de las si-
guientes consideraciones:

1. Evidencia de alteracién de la funcién del CFTR
(es decir estudios moleculares in vitro que de-
muestren que el cambio observado afecta a la
funcioén de la proteina).

2. Aminodcidos altamente conservados entre es-
pecies o diferentes miembros de la superfamilia
ABC (por ende pueden considerarse criticos
para la funcién de la protefna y concluir que se
trata de una mutacion).

3. Descripciones de mdltiples mutaciones dife-
rentes que afectan al mismo codén, lo cual su-
giere que este aminodcido es esencial y se lo
considera una mutacion.

4. En general, la ausencia de una mutacién espe-
cificaen al menos 100 individuos sanos descar-
ta la posibilidad de que se trate de un
polimorfismo.

5. El anadlisis de la region codificante entera del
gen permite demostrar que una sustitucién de
un aminodcido en particular es el tinico cambio
en el gen.”"”

Diagnéstico de FQ
El diagnéstico se basa en dos criterios: presen-

cia de al menos una caracterfstica clinica y eviden-
cia de disfuncién del CFTR.'8?

Caracteristicas clinicas y criterios de sospecha

¢ Enfermedad sinusal y pulmonar crénica, infec-
cién o colonizacion persistente de vias aéreas
con las bacterias habitualmente halladas.

¢ Alteraciones gastrointestinales y nutricionales:
fleomeconial, insuficiencia pancredtica exdcrina,
falla de crecimiento, cirrosis biliar focal.

¢ Sindrome de pérdida de sal.

* Azoospermia obstructiva.

* Antecedentes familiares.

¢ Pesquisa neonatal con resultado elevado.

Disfuncién de CFTR:
* Dos prueba de sudor positivas (método de
Gibson y Cooke),"
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FiGURrA 1. Gen CFTR y su sintesis proteica. Esta proteina presenta 5 dominios, 2 dominios de expansion de membrana
(MSD 1y 2), cada uno con 6 segmentos de transmembrana (TM 1-12) que forman el poro del canal; 2 dominios de unién al
ATP (NBDs) y 1 dominio regulatorio de fosforilacién (R) dependiente de AMPc."
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* o identificacion de las 2 mutaciones en el gen
CFTR,
e odiferencia de potencial de membrana anormal.

OBJETIVOS

* Analizar las mutaciones en el gen CFTR en 93
FQ no consanguineos argentinos y determinar
su frecuencia.

e Detectar o descartar portadores a nivel molecu-
lar en familias con diagndstico de FQ.

MATERIAL Y METODOS

Poblacién de estudio

1. Pacientes con clinica compatible y 2 pruebas de
sudor positivas (91 pacientes indice); mds dos
adultos estériles: una mujer con valores limite de
cloruros en sudor y un varén con fenotipo
“CBAVD” con prueba de sudor normal.

2. Integrantes de las 93 familias: 165 personas.
Se trabaj6 con consentimientos informados apro-

bados por el Comité Institucional de Etica de Inves-

tigaciénen Salud, CIES, del Polo Hospitalario (Hos-

pital de Nifios de la Santisima Trinidad, Nuevo

Hospital San Roque, Hospital Rawson).

Métodos

El diagnéstico molecular comprendié 3 etapas
consecutivas: 1) Andlisis de 29 mutaciones fre-
cuentes, 2) haplotipos por microsatélites y
politiminas, 3) pesquisa completa del gen me-
diante andlisis conformacional de hebra simple
(SSCA) y electroforesis en gel con gradiente
desnaturalizante (DGGE) con secuenciamiento de
los patrones anormales.

Primera etapa

Se analizaron 29 mutaciones (p.F508del,
p-N1303K, p.G542X, p.R334W, c.2789+5G>A,
€.3659delC, p.W1282X, p.R553X, ¢.3849+10KbC>T,
p-R1162X, ¢c.621+1G>T, p.W1282X, p.R117H,
c.1078delT, p.E60X, p.R347P, p.A455E, p.1507del,
c.1717-1G>A, p.G551D, [c.2183A>G; c.2184delA],
€.3120-1G>A, ¢.1898+1G>A, ¢.711+1G>T, p.GS85E,
p-R560T, p.D1152H y p.S1251N) por diferentes
métodos. Las amplificaciones se realizaron me-
diante las reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR), andlisis de heteroduplex y amplificacion
multiple del alelo mutado.?*!

Segunda etapa

La deteccion de las mutaciones en los FQ con
genotipos incompletos (un solo alelo identificado)
y desconocidos (ninguno de los dos alelos detecta-
dos) se realiz6 mediante:

1) Anadlisis de dos microsatélites intragénicos,

intrén 8 (IVS8CA) e intrén 17 (IVS17bTA) para
definir el haplotipo. Andlisis de la existencia de
asociacion de cada haplotipo a una mutacién
determinada. %
Se realizé PCR multiple y genotipificacién en
un secuenciador ABI 377. Comprobacién de
mutaciones especificas mediante PCR/diges-
tién enzimatica. %

2) Anélisis de la regién polimérfica IVS 8-6 (T)n 'y
posterior secuenciacién de las muestras con 5T
o variantes.

Se realizé PCR y posteriormente DGGE a 60 °C
durante 5ha 170 V.

Tercera etapa

Se pesquisaron cada uno de los 27 exones del
gen en los FQ con genotipos incompletos y desco-
nocidos a través de SSCA en 13 exones* y por
DGGE en los otros 14 exones.”

SSCA: Se realizé PCR en los exones: 1, 2, 4, 6a,
6b,7,10,13,16,17a,19,22y 24. Se desnaturalizaron
las muestras a 98 °C. La electroforesis se realiz6 a
15°C en geles de acrilamida al 12,5%. Los fragmen-
tos de ADN se visualizaron con tincién argéntica.

DGGE: Se realiz6 PCR para las multiplex: A
(exones 11, 14b, 17bi), B (exones 14a, 15, 20), C
(exones 3,12, 23), E (exones 5, 8, 18) y por separado
los exones 9y 21. La electroforesis se realizé duran-
te5ha170 V. Los fragmentos de ADN se visuali-
zaron con bromuro de etidio.”

RESULTADOS
Respuesta al primer objetivo
Primera etapa
Andlisis de 29 mutaciones frecuentes

Entre los 91 pacientes con FQ cldsica se detectaron
13 mutaciones: p.F508del, p.N1303K, p.G542X,
p-R334W, ¢.2789+5G>A, p.G85E, c.3659delC,
c.1898+1G>A, p.R553X, p.R1162X, c.621+1G>T,
¢.711+1G>T, ¢.3120+1G>T). Enlos 2 pacientes con FQ
atfpica se identificaron en el varén un alelo con
p-F508dely enlamujer unalelo con ¢.3849+10KbC>T;
ambos, quedaron con genotipos incompletos. Entre
los 93 pacientes estudiados, se caracterizé el genotipo
completo (dos alelos conocidos) en 59 pacientes
(63,44%); el genotipo incompleto en 31 (33,33%) y
hubo un genotipo desconocido en 3 (3,23%), detec-
tdndose 14 mutaciones en total en esta etapa.

Segunda etapa

Se prosigui6 el estudio de los 34 pacientes con
FQ y genotipos incompletos y desconocidos a
través de:
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1) Andlisis de microsatélites intragénicos

En funcién de los haplotipos obtenidos, se estu-
diaron las siguientes mutaciones: p.R1066C,
.2869insG, CFTRdele2.3 (g.24291_29180del21kb)
y ¢.1811+1,6KbA>G, y se detect6 esta tiltima.*

2) Andlisis de la region polimérfica IVS 8-6 (T)n

Se encontraron 9 pacientes homocigotas (7/7 o
9/9)y 25 heterocigotas (23 con 7/9, uno con 5/9y
otrocon3/7). Los dos tltimos se secuenciaron para
confirmar el patrén observado. Estas muestras co-
rrespondieron alos pacientes FQ atipicos, siendoel
primero, un hombre estéril, el cual presenté el alelo
5T 12TG, genotipo p.F508del 9T 10TG/5T 12TG; el
segundo, una mujer estéril que presenté un cambio
TGenelalelo5T (TTTGT, hallazgo previamente no
descripto), genotipo ¢.3849+10KbC>T /5T(TTTGT).

Tercera etapa
Pesquisa de los 27 exones del gen CFTR

La conjuncién de los datos de la 17 y 27 etapa
permiti6 determinar que, enlos 34 pacientes FQ, se
pudo completar su genotipo en 3. Por lo tanto, se
prosiguié con los otros 31 pacientes FQ. Se identi-
ficaron otras 11 mutaciones, de las cuales, 3 fueron
nuevas: 2 “missense” (p.G27Ry P.W277R) y una de
“splicing” (c.622-2A>G).*

En total, hemos identificado 28 mutaciones res-
ponsables del 90,3% de los alelos mutados. Las
mutaciones detectadas y sus frecuencias se obser-
van en la Tabla 1.

De los 93 pacientes con FQ, se caracterizé el
genotipo completoen76(81,72%), genotipo incom-
pleto en 16 (17,20%) y genotipo desconocido en 1
(1,08%). Tabla 2.

Respuesta al segundo objetivo

Una vez determinado el genotipo completo de
cada paciente indice se puede confirmar o descar-
tar portadores en la familia. En aquellas en donde
el paciente presenta un genotipo incompleto se
analiz6 la presencia de la mutacién conocida o el
haplotipo.

De 165 personas analizadas, se confirmaron 143
portadores (entre heterocigotas obligados y detec-
tados) y 22 personas con genotipo normal.

DISCUSION

Se realiz6 el andlisis molecular a 93 pacientes
con FQ no consanguineos de Cérdoba y de las
regiones centro y norte de Argentina, pertenecien-
tes alas provincias de Jujuy, Salta, Tucumaén, Cata-
marca, Santiago del Estero, Santa Fe, La Rioja, San
Juan, San Luis y Mendoza. Este trabajo permitié

incrementarla definicién del genotipo completo de
63,44 a 81,72%, de genotipos incompletos de 33,33
a 17,20% y de genotipo desconocido de 3,23 a
1,08%. El andlisis del gen CFTR en nuestra pobla-
cién posibilité la caracterizacién del 90,3% de los
alelos mutados mediante la identificacién de 28
mutaciones. Ademads de p.F508del, otras 13 presen-
taron frecuencias mayores al 1% y fueron respon-
sables del 83,3% de los alelos FQ y, hasta ahora,
otras 14 fueron privativas ya que se encontraron en
una sola familia.

En la Argentina se han comunicado 67 muta-
ciones, 28 de este estudio® y 39 de otro grupo,” y
ennuestra poblacién hubo 52 mutaciones diferen-

TaBLA 1. Espectro y frecuencia de mutaciones en
93 pacientes con fibrosis quistica

Mutacién Exén/Intr6n  Alelos FQ %

p-F508del Ex6n 10 111 59,7
p-N1303K Ex6n 21 10 54
p-G542X Exén 11 8 4,3
p-R334W Exén 7 3 1,7
p-R1066C Exo6n 17b 3 1,7
€.2789+5G>A Intrén 14b 3 1,7
p-G85E Exén 3 2 1,1
c.3659del C Ex6n 19 2 1,1
c.1811+1.6kbA>G Intrén 11 2 1,1
c.1898+1G>A Intrén 12 2 1,1
c.3272-26A>G Intrén 17a 2 1,1
p-S5891 Ex6n 12 2 1,1
p-R553X Ex6n 11 2 1,1
IVS8-5T Intrén 8 2 1,1
¢.3849+10kb C>T Intrén 19 1 0,5
c.621+1G>T Intrén 4 1 0,5
p-R1162X Ex6n 19 1 0,5
c.711+1G>T Intrén 5 1 0,5
c.3120+1G>A Intrén 16 1 0,5
p-Y913C Exén 15 1 0,5
c.4005+1G>A Intrén 20 1 0,5
p-W1089X Exén 17b 1 0,5
p-R1283M Exé6n 20 1 0,5
p-W1282X Exén 20 1 0,5
p-G27R Exo6n 2 1 0,5
c.622-2A>G Intréon 4 1 0,5
p-W277R Exén 6b 1 0,5
[c.3199del6;p.1148T] Ex6n 17a, Exén 4 1 0,5
Alelos desconocidos 18 9,7
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tes. Por lo tanto, es importante destacar la gran
variabilidad en el espectro y la frecuencia de las
mutaciones en el mismo pais. Asimismo, corres-
ponde enfatizar que se describieron 11 nuevas
mutaciones (3 de Cérdoba y 8 de Buenos Aires)

TaBLA 2. Genotipos detectados en los 93 pacientes con
fibrosis quistica

Genotipo completo (2 alelos identificados) | n %

Homocigotas mutados
p-F508del 30
p-N1303K

p-G542X

p-S5891

€.3272-26 A>G

Heterocigotas compuestos por p.F508del + otra
p-F508del / p.N1303K

p-F508del/ p.G542X

p-F508del/ p.R334W

p-F508del/c.2789+ 5G>A
p-F508del / p.R1066C

p-F508del/ c.3659delC

p-F508del/c.1811+1.6 KbA>G
p-F508del/c.1898+1G>A

p-F508del /p.G85E

p-F508del /IVS8-5T

p-F508del/c.4005+1G>A
p-F508del/c.3120+1G>A

p-F508del / p.W1089X

p-F508del/p.Y913C

p-F508del/p.R553X

p-F508del /p.W277R

p-F508del /c.622-2A>G

p-F508del/p.G27R

p-F508del/ p.W1282X

36,5

== = =

38,7

81,72

= === =] === ]|=[|NINININ|N]W]W] W]

Heterocigotas compuestos por 2 otras mutaciones
p-R1162X/¢.621+1G>T

p-N1303K/p.R1066C
p-R1283M/c.711+1G>T
p-G542X/[c.3199del6; 1148T]

¢.3849+10 Kb C>T/ IVS8-5T
p-G542X/p.R553X

Genotipo incompleto (1 alelo conocido)
p-F508del 15 17,2
p-G542X 1
Genotipo desconocido (ningtin alelo conocido)
? 1 1,08

6,45

== ===

que aportaron un 21,1% de alelos nativos.?* Es-
tos hallazgos pueden deberse a que la Argentina
posee una poblacién heterogénea: autéctona (di-
ferentes tribus de nativos) e inmigrantes (de Euro-
pa y Medio Oriente).?

Diagndstico molecular
¢Pueden existir 3 0 4 cambios en el mismo gen en una
misma persona? ;Cudles podrian ser sus implicancias?

Muchos cambios de ADN en el gen CFRT han
sido interpretados como mutaciones que provocan
enfermedad o como polimorfismos. Incluso deter-
minadas mutaciones fueron caracterizadas segin
su efecto sobre la expresion fenotipica como graves
o leves.

Pero, ;estos conceptos son modificables? Por
ejemplo, ;la mutacion “missense” p.J148T causa
FQ?Inicialmente, p.1148T se detecté en un paciente
coninsuficiencia pancredtica, que se considerd como
una mutacién grave y la segunda mds frecuente en
la poblacién franco-canadiense." En la actualidad,
se hallé més de 100 veces en la deteccién selectiva
de portadores y en individuos sanos junto con una
mutacién grave.??°

La comunicacién de la existencia de alelos com-
plejos (varios cambios en el mismo gen) es cada vez
mads frecuente y se trata de un fenémeno que afecta
la expresién fenotipica de la enfermedad.

Se demostré que p.1148T se asocia con un feno-
tipo FQ solamente como un alelo complejo; es
decir, cuando coexiste con otra mutacién en el
mismo alelo; en consecuencia, ahora se la conside-
ra un polimorfismo.”* Estos estudios tienen im-
plicancias para el asesoramiento genético de pa-
cientes y de parejas caracterizadas con p.1148T, en
quienes se tendrd que realizar la bdsqueda de la
mutacién causal de la enfermedad."”

Ennuestra poblacién se detecté un paciente con
el genotipo p.G542X/[p.1148T;c.3199del6]. Este
paciente fue caracterizado con 2 mutaciones gra-
ves, en un alelo la p.G542X y en el otro la presencia
de un alelo complejo, donde ¢.3199del6 es la muta-
cién responsable de la enfermedad.

¢Un mismo cambio puede variar su
comportamiento segiin con quién se asocie?

Un ejemplo muy conocido es el “splicing” alter-
nativo, que provoca transcriptos con eliminacién
del exén 9 segtin la cantidad de timinas en el intrén
8 (5T, 7T o 9T). Los alelos 7T y 9T se consideran
normales, mientras que el alelo 5T provoca mayor
cantidad de RNAm anormales y produce niveles
bajos de proteina. El transcripto sin exén 9 no
produce un canal funcional. En la poblacién nor-
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mal, el 5T se considera un polimorfismo, mientras
que en las personas con el fenotipo “CBAVD” es
una mutacién leve, la mds comtn de este grupo.
Por otro lado, en la poblacién con FQ, el alelo 5T
puede afectar la gravedad del fenotipo cuando se
asocia con la mutacién p.R117H.%!

Genotipos CFTR en pacientes con prueba de
sudor en valores intermedios o normales

¢ Qué sucede cuando la prueba del sudor presenta
resultados intermedios en personas con algunas de las
caracteristicas de FQ con suficiencia pancredtica
exdcrina? ;Puede esta prueba presentar resultados
normales con fenotipo FQ atipico?

La prueba del sudor es la herramienta diag-
nostica de la FQ; las concentraciones de cloruros o
cloruros y sodio mayores a 60 mmol/L (aproxi-
madamente el 98% de los afectados) son patol6gi-
cas.*? Sin embargo, se han observado valores in-
termedios (40-60 mmol/L) o incluso normales
(<40 mmol/L), en pacientes con suficiencia
pancredtica exdcrina con uno o pocos sintomas
clinicos tipicos asociados a FQy dos alelos mutados
enel gen CFTR. Las mutaciones mas comtinmente
detectadas fueron c¢.3849+10KbC>T, p.R117H,
p-G551S, p.A455E, p.L206W, c.3272-26A>G,
p-D1152H, IVS8-5T, junto con una mutacién gra-
ve. Estos hallazgos preanuncian la posible detec-
cién de otras mutaciones.

Los sintomas de los pacientes fueron 2-3 de los
siguientes: tripsina neonatal elevada, coloniza-
cién con Pseudomonas, bronquiectasias, sintomas
pulmonares, insuficiencia pancredtica. La edad
fue variable (desde meses hastamés de 50 afios).>3*
En consecuencia, la identificacién de mutaciones
en este gen se torna crucial para un correcto diag-
noéstico y asesoramiento genético.® Si se hallan
dos mutaciones se confirma el diagnéstico de FQ,
o un fenotipo “CBAVD” o incluso otros fenotipos
atipicos.>”®

Pero se torna dificil cuando existe clinica com-
patible y se detecta una sola mutacién, lo que
puede deberse a la gran heterogeneidad molecu-
lary ala pesquisa exclusiva de las mutaciones mds
frecuentes. En estos casos es necesario realizar un
andlisis exhaustivo del gen CFTR.? Otro trabajo
informa que el criterio clinico continuard siendo
esencial en estos pacientes atin sin definicién.®

En dos adultos estériles de nuestra poblacién
se detectaron los siguientes valores de cloruros
en pruebas del sudor: normales, en un hombre
con fenotipo “CBAVD” y genotipo p.F508del /5T
e intermedios en una mujer con genotipo
€.3849+10kbC>T/5T.

Avances farmacoterapéuticos

El mejor entendimiento de las bases molecu-
lares y la fisiopatogenia de la enfermedad ha
estimulado nuevos intentos terapéuticos, como
el reemplazo génicoy otras terapias alternativas.
El objetivo central de estos trabajos es corregir, al
menos parcialmente, la funcién anormal de la
proteina mutada.

Se ha demostrado, a través de numerosos
ejemplos, la existencia de un umbral minimo
necesario para mantener un fenotipo clinico nor-
mal. Pequenas cantidades de proteina son sufi-
cientes para una funciéon normal del canal; un
hecho con implicancias significativas para el
manejo terapéutico disefiado para restablecer la
funcién del CFTR.?

Mecanismo molecular dela disfuncién en el CFTR
Actualmente, las mutaciones se clasifican en 4
grupos que se ilustran en la Fiqura 2.%%

Mutaciones Clase I: Produccién
reducida o deficiente de proteina

Las mutaciones “nonsense” 'y “frameshift” resul-
tan en una produccién nula, mientras que algunas
de “splicing” presentan un porcentaje de transcrip-
tos normales.

Ciertos antibiéticos aminoglucésidos, por
ejemplo gentamicina, serfan capaces de suprimir
mutaciones “nonsense” permitiendo la produc-
cién de una protefna funcional. Estudios in vitro
demostraron que la gentamicina permiti6 la pro-
duccién de proteina (dosis-dependiente) en las
células epiteliales bronquiales de pacientes con
FQ. Se estdn comenzando ensayos en seres hu-
manos.>*¥

Mutaciones Clase II:
Procesamiento defectuoso de la proteina

Varias mutaciones, como p.F508del y p.N1303K,
causan un error en el plegamiento durante la
biosintesis y no permiten el transporte hacia la
membrana celular.

Un ejemplo paradigmatico de alelos complejos
son las mutaciones supresoras p.R553M, p.R553Q
y p-R555K, que permiten que la p.F508del escape
del reticulo endoplasmético y genere actividad del
canal de CI."7?

Por lo tanto, existe un significativo interés en
desarrollar chaperonas quimicas que permitan el
transporte hacia la superficie celular generando
una proteina funcional. Se han probado compues-
tos que mejoran la biosintesis in vitro y en ensayos
en seres humanos.>*
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Mutaciones Clase III/IV:
Regulacién o conduccién defectuosa

Este tipo de mutaciones incluyen proteinas que
sonsintetizadas y correctamente transportadasala
membrana celular, pero no responden a la estimu-
lacién con AMPcy otras que generan una corriente
de CI reducida.

Se han realizado varios intentos para aumentar
la actividad de la proteina mutada presente en la
membrana apical; por ejemplo, aumentar los nive-
les del AMPc mediante la administracién de un
inhibidor de la fosfodiesterasa. Todavia no se han
realizado ensayos en seres humanos. Otros estu-
dios intentan activar los canales de CI" alternativos
con nucleétidos trifosfato. Se han realizado ensa-
yos en seres humanos con aplicacién nasal directa
de UTP mds amiloride, que corrigieron en forma
parcial y por corto tiempo la anomalia del trans-
porte de CI.**

Mutaciones que afectan la estabilidad proteica
Los tiltimos 70-98 aminodcidos en el C-terminal
le otorgan estabilidad a la protefna. Ejemplos son la

mutacién de stop p.Q1412X que carece de los tulti-
mos 70 aminodcidos y las mutaciones “frameshifts”
resultantes de las deleciones individuales de los
aminodcidos 81, 97 y 101 en el C-terminal.*

Esta discusion se puede

resumir en las siguientes consideraciones:

A partir de los ejemplos mencionados se puede
deducir lo complejo que resulta interpretar un
hallazgo molecular:

* Poder definir si un cambio en el ADN es la
mutacién responsable del fenotipo observado
en el paciente o si es un cambio neutro o se trata
de un polimorfismo.

* Si es una mutacién asociada al fenotipo clésico
de FQ o a fenotipos atipicos como “CBAVD”.

* Analizarsiuncambio, mutacién o polimorfismo
solo puede tener un efecto o si en conjuncién
con otro puede expresarse diferente: efecto
potenciador o supresor de las manifestaciones
fenotipicas del paciente.

e En ocasiones, el efecto que provocan determi-
nadas mutaciones puede correlacionarse con

FI1GURA 2. Diagrama de la biosintesis y mecanismo por el cual las mutaciones alteran la funcion de la proteina CFTR

Clase III.
Regulacién
Defectuosa

Clase VI.
Conduccion
Defectuosa

Ncleo

N

Clase I (V).

Clase 11. / X
Procesamiento
Defectuoso

Sintesis Reducida
Clase L. Proteina
Defectuosa

MSDs: Dominios de expansién de membrana; NBD1 y 2: Dominios de unién nucleotidica; R: Dominio de fosforilacién.
PKA: proteinquinasa dependiente de AMPc. RE: Reticulo endopldsmico.?
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el fenotipo, caracterizando algunas mutacio-
nes como graves y otras como leves; en otros
casos, no puede asociarse a ningtin fenotipo en
particular.

* Estoshallazgos permiten avanzar en el entendi-
miento de la multiplicidad de variaciones
gendmicas que producen la variabilidad fenoti-
picaintrafamiliar, que también se relaciona con
la existencia de uno o varios genes modificado-
res y polimorfismos en otros genes.

e Unmejor conocimiento sobre los mecanismos
moleculares y la patogenia de la enfermedad
estimul6 nuevos intentos terapéuticos farma-
colégicos segtin el tipo de mutacién. En con-
secuencia, la genotipificacion de los pacientes
reviste una significativa importancia para la
futura aplicacién de terapéuticas especificas.

CONCLUSIONES

e La identificacién de numerosas mutaciones,
diferentes en su naturaleza y frecuencia entre
los distintos lugares de la Argentina, demuestra
la gran heterogeneidad de nuestra poblacién,
probablemente debida a su constitucién: pobla-
cién nativa e inmigrantes principalmente de
Espafia, Italia y, en menor proporcién, de Euro-
pa del Este.

e FElnivel de deteccion del 90,3% de mutaciones
en la regién de Cérdoba y Centro-Norte de
nuestro pais fue la més alta registrada y permi-
ti6 definir el genotipo en un nimero significati-
vo de pacientes.

* Las 3 nuevas mutaciones identificadas fueron
detectadas en pacientes con fenotipo grave.

e Lademostracién de 2 mutaciones en personas
con fenotipos atipicos (varones con “CBAVD”
y afectados con uno o pocos sintomas, gene-
ralmente con suficiencia pancredtica) y con
valores de cloruros en sudor intermedios o
normales, reafirma la necesidad de conside-
rar el andlisis molecular como una herramien-
ta diagndstica.

e El andlisis molecular es la tinica metodologia
que permite la confirmacién o exclusiéon del
estado de heterocigota (portador sano) en los
miembros de las familias involucradas.

e Esimportante tener en cuenta que a partir del
diagnéstico de fibrosis quistica se puede rea-
lizar un asesoramiento genético adecuado de-
bido a las implicancias familiares, sociales,
econdmicas y la existencia de posibles pro-
yecciones terapéuticas significativas que con-
llevarfan a una medicina especifica y mads
individualizada.
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