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Resumen

La Fibrosis Quistica (FQ) es la enfermedad recesiva letal mas frecuente en Caucasicos, causada por
mutaciones en el gen CFTR. Se ha estudiado la epidemiologia de la FQ en Uruguay, sin embargo, no
existen datos oficiales de la frecuencia de mutaciones causantes de FQ. A nivel mundial, se han
identificado 1900 mutaciones en el CFTR y sélo 1000 serian causantes de enfermedad. Las
restantes son de efecto desconocido y, dado que muy pocas fueron estudiadas funcionalmente, es
dificil predecir sus consecuencias clinicas. El poco conocimiento de la afecciéon en nuestro pais,
sumado a las interrogantes planteadas a nivel mundial, dificultan el diagnéstico, prondstico y

asesoramiento genético de FQ en Uruguay.

El interés de este trabajo consiste en profundizar en el conocimiento de FQ en Uruguay desde el
punto de vista epidemioldgico y analizar el efecto de mutaciones en la funcionalidad del CFTR. Con
el objetivo de establecer la frecuencia de mutaciones en individuos con FQ de Uruguay, se analizé
la base de datos de FQ del Instituto de Genética Médica. A partir del andlisis de 31 individuos con
FQ, las mutaciones pF508del, G542X, R334W, R1162X, N1303K y 2789+5 G>A, se encontraron como
las mas frecuentes en Uruguay. Este trabajo reporta por primera vez la frecuencia de mutaciones

en nuestro pais discerniendo entre las distintas presentaciones clinicas de FQ.

Con el objetivo de entender posibles efectos funcionales de mutaciones sinédnimas en el CFTR, y de
predecir sitios donde éstas podrian comprometer la funcionalidad proteica, se analizé el uso de
codones del CFTR en humanos y su conservacién en Primates. Se encontraron regiones
conservadas enriquecidas en codones frecuentes o raros, las cuales no pueden ser explicadas por
una conservacion de la secuencia. Estos resultados sugieren una implicancia funcional y que

mutaciones sindnimas encontradas en el CFTR deben ser analizadas con precaucion.

En este trabajo se diseid, puso a punto y validd un sistema experimental capaz de cuantificar,
mediante analisis de imagenes de microscopia confocal, la llegada del CFTR a la membrana apical
de células epiteliales, compartimiento donde normalmente se expresa. Con este fin, se
construyeron proteinas fusionadas a GFP de la forma salvaje del CFTR humano y de la mutacién
pF508del, la cual queda retenida en el reticulo endoplasmico. Este sistema es capaz de determinar
si una mutaciéon compromete o no la llegada de la proteina a la membrana celular, ya sea total o
parcialmente. Cuatro variantes del CFTR portadoras de mutaciones sinédnimas fueron analizadas en
este sistema y no mostraron alteraciones en su llegada a la membrana celular respecto a la

proteina salvaje.

Consideramos que las herramientas presentadas en este trabajo contribuirdn al disefio de un
algoritmo de diagndstico molecular para FQ especifico para la poblacién uruguaya asi como a

profundizar en el conocimiento del efecto de mutaciones no caracterizadas aln funcionalmente.



Abreviaturas:

AHFQMU: Asociacion Honoraria Fibrosis Quistica Mucoviscidosis del Uruguay
AVD: Ausencia de Vasos Deferentes

CFMDB: Cystic Fibrosis Mutation Database

CFTR: Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator
dNTP: desoxi-nucledtido trifosfato

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético

FQ: Fibrosis Quistica

FQ-IP: Fibrosis Quistica con insuficiencia pancredtica
FQ-SP: Fibrosis Quistica con suficiencia pacreatica
GFP: Green Fluorescent Protein

IGM: Instituto de Genética Médica

kDa: kilo Daltons

Mmol: milimol

mM: milimolar

min: minuto

MSD: Dominio Transmembrana

NBD: Domino de Unidn a Nucleétido

OMIM: Online Mendelian Inheritance of Man

OMS: Organizacidon Mundial de la Salud

P-gp: P glycoprotein

psf: point spread function

SD: Standard Deviation

Seg: segundo

TM: Segmento Transmembrana

YFP: Yellow Fluorescent Protein
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1. Introduccion



Toda enfermedad es el resultado de la accion combinada de los genes y el ambiente, aunque la
contribucion relativa del componente genético puede ser significativa o escasa. Entre los
trastornos causados por factores genéticos se pueden percibir, en funcién del nimero de
genes involucrados y del impacto del ambiente en el desarrollo de la enfermedad, desordenes
monogénicos, oligogénicos, poligénicos y cromosdmicos. Los defectos monogénicos estdn
causados por alteraciones (mutaciones) en genes individuales. La mutacién puede causar
enfermedad al estar presente en un sdlo cromosoma del par homadlogo (herencia dominante)
o en ambos cromosomas (herencia recesiva). La mayoria de estos defectos son raros, con
frecuencias que como mucho alcanzan a un individuo afectado en 500 de la poblacion. Aunque
individualmente son raros, como grupo, los trastornos monogénicos son responsables de una
importante proporcion de enfermedades y muertes: afectan al 2% de la poblacién mundial, su
incidencia en nifios recién nacidos es, en conjunto, de 0,36%, mientras que en nifios
hospitalizados de 6-8%. La Fibrosis Quistica es un ejemplo de enfermedad monogénica con
herencia recesiva, causada por mutaciones en un Unico gen cuya deficiencia genera
alteraciones en distintos drganos y sistemas, los que finalmente terminan en mortalidad en la

infancia, adolescencia o adultez temprana.

1.1 Fibrosis Quistica

1.1.2 Manifestaciones clinicas de Fibrosis Quistica
La Fibrosis Quistica (FQ) es el trastorno autosdmico recesivo letal mas frecuente en Caucasicos,
con una incidencia de aproximadamente 1/3.300 nacimientos [1]. Es causada por la disfuncién

del canal de cloruro Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator (CFTR) [2, 3].

Mutaciones en el gen CFTR dan lugar a la enfermedad por una funcion alterada del canal de
cloruro o por su ausencia en la membrana. Esto resulta en una conductancia anormal de cloro
desde el espacio intracelular al extracelular, a través de la membrana apical de las células
epiteliales. Debido a que el transporte idnico genera un gradiente osmético, la disminucién en
la secrecién de cloruro también genera una disminucién de transporte de agua a la superficie
epitelial [4]. Este no es el Unico mecanismo pato-fisiolégico posible, ya que otro de los roles
propuestos para CFTR seria inhibir la absorcion de sodio, y por lo tanto la pérdida de la
proteina podria causar una absorcién excesiva de este idn (y de agua) [5, 4]. Cudl de los dos
mecanismos (reduccidn de secrecidn de cloruro o hiperabsorcidn de sodio) es mas relevante

en el desarrollo de FQ, no es claro.



Dado que CFTR se expresa en la membrana apical de epitelio secretor y absortivo de pancreas,
intestino, higado, via aérea, vas deferens y glandulas sudoriparas, su disfuncién afecta varios
organos. En el pulmén, este desequilibrio resulta en una deplecién de liquido en la superficie
respiratoria y, dada su esencialidad para la estabilidad y el funcionamiento de las cilias, éstas
colapsan y disminuye el transporte muco-ciliar. A partir de este desequilibrio se forma un
moco anormalmente espeso, caracteristico de la enfermedad, el que se cree que da lugar a la
obstruccion de la via aérea e infecciones pulmonares recurrentes y progresivas (Figura 1A). Los
individuos afectados presentan inflamacién de la via aérea inferior e infecciones
endobronquiales crénicas (particularmente con Pseudomona aeruginosa y Burkholderia
cepacia) progresando en una enfermedad pulmonar crdnica caracterizada por un amplio dafio
en la via aérea (quistes, bronquiectasias y abscesos) y fibrosis del parénquima del pulmén [5,

6]. La enfermedad pulmonar es la causa principal de morbilidad y mortalidad en FQ [6].

La alteracién en el CFTR también afecta la funcionalidad de las enzimas pancreaticas,
originando insuficiencia pancredtica. Esto se produce por la obstruccion de los ductos
intralobulares proximales del pancreas por tapones proteicos. La susceptibilidad del pancreas a
la obstruccién de los ductos internos debido a la disfuncidn del CFTR se cree que es debido a la
alta concentracién de macromoléculas en las secreciones y la dependencia del transporte de
cloruro a cargo de CFTR, fundamental para mantener el balance de fluidos. La obstruccion
ductal progresiva y la fibrosis del tejido acinar se presenta como insuficiencia pancreatica
desde del nacimiento o la infancia temprana. La deficiencia pancreatica exdcrina completa es
vista en 85%-90% de pacientes con FQ [7]. La disfuncidén pancredtica conlleva a mala absorcion
de grasas y proteinas, generando trastornos nutricionales, y junto con la deficiencia en la

absorcidon de vitaminas liposolubles, retraso cognitivo y falla de crecimiento.

Mas del 95% de los hombres con FQ son infértiles, como resultado de azoospermia causada
por la ausencia de los vasos deferentes, de estar presentes, son atroéficos o fibréticos. CFTR
seria importante en el desarrollo normal de los vasos deferentes, ya que las mutaciones con
consecuencias mas leves en la proteina causan la Ausencia de los Vasos Deferentes (AVD). A su
vez, también se han registrado anormalidades en parametros del semen en hombres con FQ,
sugiriendo que otras funciones del CFTR, como la secrecidén de bicarbonato (HCO;'), podrian

estar vinculadas con la azoospermia registrada [8].

De esta manera, la forma cldsica de FQ es una enfermedad multi-organica: el epitelio del tracto
respiratorio, el pancreas exdcrino, intestino, el sistema hepato-biliar y el tracto genital
masculino se encuentran afectados (Figura 1B). La supervivencia media reportada para

individuos con presentacion clasica de FQ es de 36,9 afios [6].
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Figura 1. (A) Alteracion en la funcionalidad del CFTR que lleva a la enfermedad pulmonar. (B)
drganos afectados en FQ [10, 11].

Si bien la mayor parte de pacientes con FQ sufren de la forma clasica, se pueden distinguir
formas mas leves de la enfermedad, ocasionalmente referidas como FQ atipica o no clasica. La
mayoria de los pacientes afectados con estas formas leves de FQ presentan suficiencia
pancredtica, enfermedad pulmonar leve y/o estudios de funcionalidad del CFTR normales o en
el rango umbral. Los individuos afectados con estas formas presentan un compromiso de al

menos un érgano o sistema [9, 5].

También se presentan fenotipos con un uUnico compromiso de drgano producto de la
disfuncién del CFTR. De acuerdo a la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), estos fenotipos
deberian ser mas apropiadamente denominados “Desdrdenes Asociados al CFTR”. La Tabla 1
muestra los fenotipos de un Unico érgano que se han encontrado asociados a mutaciones en el
CFTR. La AVD es una de las manifestaciones clinicas mas comiUnmente identificadas en los

Desdrdenes Asociados al CFTR.

Si bien es util clinicamente categorizar estas distintas expresiones clinicas vinculadas a

mutaciones en el gen CFTR, no es conveniente ser rigido en esta clasificacion, ya que el
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fenotipo de FQ es un continuo de sintomas y no puede ser herméticamente definido en

categorias distintas.

La FQ se caracteriza por una gran variabilidad fenotipica: la severidad y la tasa de progresidon
de la enfermedad en los érganos afectados varian considerablemente, incluso hasta en la
forma cldsica. Esta variabilidad fenotipica puede ser explicada por distintos factores: el
genotipo en CFTR, la accion de genes modificadores y de factores ambientales [12]. Ciertos
polimorfismos en genes especificos estan asociados con una enfermedad pulmonar mas
severa y dos o mas genes modificadores parecen ser los determinantes principales en la

obstruccion intestinal de recién nacidos afectados con FQ [13].

Tabla 1. Fenotipos de Unico drgano asociados con mutaciones en CFTR
(segin OMS). Adaptado de De Boeck [5].

Azoospermia obstructiva aislada
Pancreatitis cronica

Aspergilosis broncopulmonar alérgica
Brongquiectasis diseminada
Panbronguiolitis difusa

Colangitis esclerosante
Hipertripsionogemia neonatal

1.1.3 Diagndstico

El diagndstico de FQ es establecido en presencia de un fenotipo clinico consistente (Tabla 2),
sumado a la evidencia de la disfuncion del CFTR (concentracidon anormal de cloruro en el sudor,
o diferencia de potencial transepitelial nasal anormal), o la identificacion de dos mutaciones

causantes de FQ en distintos cromosomas [14].

El test del sudor, que determina la concentraciéon de cloruro en el sudor, es el estudio
paraclinico de preferencia para evaluar la funcionalidad del CFTR. Desde el desarrollo de Ila
técnica descripta por Gibson y Cooke en 1959, la iontoforesis con pilocarpina es el método
preferido para estimular la produccion de sudor [5, 15]. El limite superior de la concentracion

de cloruro en el sudor en individuos no afectados es de 60 mmol/L.

Otro bioensayo disponible para evaluar la funcionalidad del CFTR es la diferencia de potencial

transepitelial nasal. Esta herramienta ayuda a resolver dilemas diagndsticos en pacientes con
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formas no clasicas de la enfermedad, y test del sudor normales, considerando o descartando

una disfuncién asociada al CFTR [5].

En la mayoria de los individuos afectados con la forma cldsica, el diagndéstico es claro y se
realiza facilmente: las caracteristicas clinicas son tipicas y las concentraciones anormales
(mayores a 60 mmol/L) de cloruro en el sudor apoyan el diagndstico. En estas situaciones el
analisis genético no es estrictamente necesario, aunque es Util para confirmar el diagndstico y

permitir el estudio de portadores y el estudio prenatal en la familia [12].

Sin embargo, en las formas no clasicas de la enfermedad las concentraciones de cloruro en el
sudor se encuentran en el rango umbral (40-60 mmol/L) o normal (menor a 40 mmol/L),
dificultando el diagndstico [12,14, 16] . De esta manera, para confirmar una vinculacién de la
enfermedad con una disfuncidon del CFTR, es necesaria la deteccidon de una mutacion causante
de enfermedad en cada alelo del gen CFTR. Alternativamente, puede recurrirse a la
cuantificacion directa de la disfuncidén del CFTR por la medida de la diferencia de potencial

transepitelial nasal [5,14].

En cuanto a Desdrdenes Asociados al CFTR, de acuerdo a la base de datos Online Mendelian
Inheritance of Man (OMIM), el diagndstico de AVD asociada al CFTR, se establece en presencia
de azoospermia, ausencia del Vas Deferens y una mutacién identificada en uno o en los dos

alelos del CFTR [17].

La superposicion de sintomas entre estas condiciones motiva un debate importante acerca de
dénde establecer el limite del diagndstico entre FQ y Desdrdenes Asociados al CFTR. A su vez,
los estudios de funcionalidad del CFTR presentan valores superpuestos entre individuos con
presentaciones leves de la enfermedad e individuos sin FQ, dificultando aun mas establecer el

diagndstico [7].



Tabla 2. Manifestaciones clinicas sugestivas de FQ. Adaptado de De Boeck [5].
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Altamente sugestivas

Sugestivas pero menos especificas

Manifestaciones gastrointestinales
ileo meconial
Insuficiencia pancreatica en nifios

Manifestaciones sinopulmonares

Infeccidn respiratoria recurrente con
Pseudomonas geruginosa

Bronguiectasis en ambos l6bulos
superiores

Infeccidn respiratoria persistente con
Burkholderia cepacia

Pdlipos nasales en nifios

Otros

Alcalosis hipoclorémica en ausencia de
vimito

Ausencia Bilateral de Vasos Deferentes

Manifestaciones gastrointestinales
Falla para tragar

Hipoproteinemia

Deficiencia de vitaminas liposolubles
Sindrome de obstruccion intestinal
distal

Prolapso rectal

Cirrosis biliar

Hipertensidn portal

Colelitiasis en nifios sin desérden
hemolitico

Colangitis esclerosante primaria

Insuficiencia pancreatica exdcrina en
adultos

Pancreatitis recurrente

Manifestaciones sinopulmonares

Infecciones respiratorias persistentes
o recurrentes con Staphylococcus
gureus, Pseudomonas geruginosa,
Achromobacter xylosoxidans o
Haemophilus influenzae.

Evidencia radiologica de
bronquiectasias, atelectasias,
hiperinflacidn o infiltrados
persistentes en radiografia de tdérax

Hemoptisis asociada con enfermedad
pulmeonar difusa distinta que
tuberculosis o vasculitis

Tds crinica y/fo productiva
Aspergilosis broncopulmonar alérgica

Pdlipos nasales en adultos
Eviencia radioldgica de pansinusitis

Otros

Dedos en palillo de tambor

Osteopenia/osteoporosis

<A0 afios de vida
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El diagndstico molecular de FQ se basa en la identificacion de dos alelos del gen CFTR con
mutaciones causantes de la enfermedad [18]. Distintos procedimientos pueden ser aplicados
con este fin, que van desde el estudio de las mutaciones mas frecuentes a la secuenciacion
parcial del gen. Se requiere un conocimiento profundo de las enfermedades asociadas al CFTR
y su patologia molecular, al momento de elegir las herramientas y estrategias del estudio, asi

como también al interpretar los resultados [12].

Con el objetivo de establecer criterios para optimizar el uso de estudios genéticos para el
diagnédstico de FQ, en el afio 2007 la Sociedad Europea de Fibrosis Quistica convocé a una
conferencia. Alli se acordd que el diagndstico molecular debe comenzar con la busqueda de las
mutaciones mas frecuentes en la poblacion estudiada, es decir, aquellas que presentan una
frecuencia mayor a 0,5% en pacientes con FQ [12, 5]. Con esta aproximacidn, es de esperar
una tasa de detecciéon de mutacidn superior al 95%. Sin embargo, la variabilidad de las

frecuencias de mutaciones en el CFTR entre poblaciones impide lograrlo.

Ante el fracaso de encontrar mutaciones en ambos alelos, se aplican herramientas de escaneo
de mutaciones, es decir, técnicas disefiadas para buscar anormalidades en el gen exén por
exon. Luego, se continua con la secuenciacidn de la secuencia codificante del CFTR. Aun asi, el
uso combinado de las técnicas mencionadas, no garantiza la deteccion de ambos alelos
mutados en todos los pacientes con FQ: 1-5% de los alelos permanecen sin ser identificados
[12]. Esto podria ser explicado, al menos parcialmente, porque incluso los estudios genéticos
del CFTR mas avanzados, analizan solamente la regién codificante y la unidén exdn/intrén. Las
mutaciones localizadas en las regiones intrdnicas y en el promotor, asi como también aquellas
ubicadas en las regiones reguladoras distantes, no son estudiadas rutinariamente y, por

consiguiente, no serian detectadas [12, 18].
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1.2 Alteracién molecular subyacente en FQ

1.2.1 CFTR
El gen CFTR (GenBank GenelD: 1080) fue identificado como relacionado a FQ en 1989 [2, 3, 19,

20]. Con una extension de 230 kb y 27 exones, CFTR mapea en el brazo largo del cromosoma 7
(7931.2). Su alelo normal produce un transcripto de ARN mensajero (ARNm) que luego codifica
una proteina de 1480 aminoacidos y un peso molecular de 168 kDa. Si bien CFTR se expresa
principalmente en la membrana apical de células epiteliales, también ha sido evidenciado en

otros tejidos, tales como en miocitos cardiacos, musculo liso, endotelio y eritrocitos [21].

El CFTR presenta cinco dominios: dos dominios transmembrana (MSD1 y MSD2), dos dominios
de unidn a nucledtido (NBD1 y NBD2) y un dominio regulador (dominio R) (Figura 2). Pertenece
a la gran superfamilia de transportadores ATP-binding cassette (ABC), que involucra proteinas
integrales de membrana que usan la energia generada de la unién y la hidrdlisis de ATP para
translocar una gran variedad de moléculas a través de las membranas. Sin embargo, el CFTR

es el unico de esta familia con funcién de canal idnico [21, 22].

A MSD1 NBD1 R domain MSD2 NBD2
CL2 H CL3
Fs08t
B
extracellular 90°
region ¢
cytobﬁévrirﬁé

region

Figura 2. Estructura del CFTR. A. Esquema de la estructura primaria del CFTR. Presenta dos dominios de union
a nucleétido (NBD1 y NBD2), dos dominios transmembrana (MSD1 y MSD2) y un dominio regulador (R
domain). Cada MSD contiene dos bucles intra-citoplasmicos (CL1-4) que forman la interfase con los dominios
NBD. B. Modelo tedrico de la estructura tridimensional del CFTR con sus dos vistas laterales [23].
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Hasta el momento, sélo los dominios de unidon a nucledtido han sido cristalizados [24,25]. La
informacidn disponible acerca de la estructura y dinamica del canal son producto de estudios

de modelado molecular [26, 22, 23].

En el CFTR, los dos dominios transmembrana se ensamblan para formar un poro selectivo a
aniones, de baja conductancia (6-10pS) [21]. Los dominios de unién a nucledtido son los
encargados de unir e hidrolizar ATP, determinando la apertura y cierre del poro: forman una
asociaciéon (cabeza con cola) y en la interfase de la misma (donde se ubican motivos
aminoacidicos conservados) se establece la interaccion con dos moléculas de ATP [27,24]. El
cambio conformacional mediado por la hidrélisis de ATP en el NBD2 junto con la presencia de

la primer molécula en el NBD1 determinaria el cierre del poro [22].

La fosforilacion de varios residuos en el dominio regulador por la proteina quinasa A (PKA)
también modula la apertura y cierre del canal, aunque se desconoce exactamente cémo se
transmite esta informacion al resto de la proteina [28]. El CFTR conduce cloruro bajo la
mayoria de las condiciones fisioldgicas, cuando la concentracién externa de cloruro se
encuentra por encima de 40 mM [8]. La cantidad de iones cloruro que pasa por un ciclo de

apertura-cierre no se conoce hasta el momento.

Como toda proteina que tiene como destino final la membrana, el CFTR es sometido al sistema
de transporte intracelular. La proteina es traducida en el reticulo endoplasmico donde
azlcares basales son agregados en el cuarto bucle extracelular. Luego, continda hacia la red
trans-golgi donde los residuos de azlcar son modificados en carbohidratos complejos y
finalmente, es llevada a la membrana apical. Una vez en la membrana, el CFTR es removido
mediante endocitosis mediada por clatrinas, utilizando sefiales de trafico presentes en la
secuencia aminoacidica de la proteina. Una vez endocitado, puede ser reciclado a la superficie
celular (directamente o via endosomas de reciclaje), o puede ser degradado en lisosomas

(Figura 3) [29].
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Figura 3. Modelo de trafico intracelular del CFTR. (i) Traduccion en el reticulo endoplasmico, trafico a la red trans-
golgi y finalmente a la membrana. (ii-iv) El CFTR es removido de la superficie mediante endocitosis. Una vez en los
endosomas, el CFTR puede ser reciclado (iii) o degradado en los lisosomas (iv) [29].

Una vez en la membrana, ademas de estar implicado en la secrecién de cloruro, el CFTR
cumpliria otras funciones: conduce el idn HCO;', contribuyendo a su secrecidon en un nimero
de tejidos, incluyendo la via aérea, intestino y pancreas [8]. Sin embargo, la permeabilidad del
CFTR a HCO3 es mucho menor que para cloruro (CI). También, el CFTR ha sido descripto como
un regulador de otros canales de membrana, tales como el canal de sodio epitelial (ENaC) y el
canal de cloruro (Outwardly rectifying chloride cannel) y pareceria actuar en el transporte de
proteinas, como de glutation. Recientemente se ha demostrado que el CFTR interactida con
muchas otras proteinas intracelulares, aunque la relevancia de estas interacciones no ha sido

dilucidada aun [4].

1.2.2 Mutaciones en el gen CFTR causantes de FQ

Mds de 1.900 mutaciones han sido identificadas en el gen CFTR, y la lista se actualiza
continuamente en la base de datos Cystic Fibrosis Mutation Database (CFMDB) [30]. De
acuerdo a la misma, las mutaciones de cambio de aminoacido son el 40% de los alelos de
individuos con FQ, cambio de marco de lectura, 16%; alteraciones en el splicing, 12%,; sin
sentido, 8%; inserciones/deleciones sin cambio del marco de lectura, 2%; grandes
inserciones/deleciones, 3%; mutaciones en el promotor, 0,8%, y variaciones de secuencia que

se desconoce si son causantes de enfermedad constituyen el 18% de los alelos [30].
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Las mutaciones del CFTR han sido clasificadas segin su efecto funcional (Figura 4). Estas
incluyen la sintesis de la proteina incompleta debido a una terminacién de la traduccién
prematura o alelos sin sentido (clase I), la maduracién defectiva de la proteina y degradacion
prematura (clase 1), la regulacién alterada del CFTR debido a una disminucién en la unién e
hidrdlisis de ATP (clase Ill), conductancia de cloruro defectiva exhibiendo actividad parcial
(clase IV), numero reducido de transcriptos de CFTR (clase V), y menor estabilidad del CFTR en
la superficie celular (clase VI) (Figura 4) [13]. Las primeras tres clases estan asociadas con una
pérdida completa de la funcién del canal de cloruro y han sido identificadas como mutaciones

“severas”.

La primera mutacién encontrada en el CFTR fue pF508del, una delecidon de 3pb (CTT) en el
exon 11 que causa la pérdida del residuo de fenilalanina 508 ubicado en el dominio NBD1 y
una mutacién sindénima en el residuo de isoleucina 507 (Figura 2). Esta mutacion se encuentra
presente en aproximadamente el 90% de los cromosomas de pacientes con FQ, aunque su
prevalencia varia considerablemente entre distintas poblaciones [31, 16]. pF508del genera una
alteracién en el plegamiento del CFTR, que causa la retencién de la proteina por el sistema de
control de calidad en el reticulo endopldasmico [32]. Dado el efecto de la delecién de F508 en el
procesamiento de CFTR, se creyd que el defecto en el plegamiento deberia ser muy severo. Sin
embargo, al cristalizar el dominio NBD1 portando pF508del, se observd sélo una alteracion
estructural en los residuos inmediatos a F508 [25]. Los modelos estructurales que fueron
elaborados del CFTR proponen que la F508 participa en la interaccién del primer dominio de
unién a nucleétido con el bucle intracelular del segundo dominio transmembrana, interaccion
que resulta fundamental para la regulacién de la apertura y cierre del canal. Se postuld
entonces que esta mutacion afectaria el plegamiento de CFTR al comprometer la correcta

interaccion entre ambos dominios [26].

Afos atras se evidencié que esta retencion en el reticulo endopldsmico podia ser evadida si las
células que expresaban pF508del eran cultivadas a temperaturas menores a 37 °C,
restaurando parcialmente la llegada de la proteina a la membrana [33]. Una vez en la
membrana, pF508del presenta una conductancia normal, aunque es menos estable; es

endocitada y degradada mas frecuentemente que la proteina salvaje [34].



19

Class V
(reduced

l synthesis)
B
C.alssl T‘/;;cscms
(production) >
' = & &

Endogiasmic
reticulum

Class Il

(orocesaing)

Lumacafior
a6 1

VX-661

—__Goigi
spparatus

Clzss IV
fconduction)

Figura 4. Clasificacion de mutaciones en el CFTR segun su efecto funcional [13].

Otras mutaciones, tales como G542X, G551D, R553X, W1282X y N1303K, pueden alcanzar
frecuencias de 1-2% en pacientes con FQ [5]. La mayoria de las mutaciones han sido asociadas
con poblaciones descendientes de europeos. Sin embargo, también se presentan mutaciones
en poblaciones no europeas, tales como africanas y de Asia del Este, pero ninguin alelo ha

alcanzado la elevada frecuencia de pF508del [12].

Existe un gran interés en establecer la influencia del genotipo en la expresidn fenotipica de FQ,
sin embargo, no se ha establecido una correlacidn clara de este tipo. El impacto relativo del
genotipo del CFTR en el fenotipo seria érgano-especifico: los vasos deferentes son los mas
sensibles a una reduccion en la funcion del CFTR, y los pulmones los menos afectados. De
hecho, la AVD se ha asociado con la mutacién R117H y los alelos, 5T o 7T, o la homocigosidad
para los alelos 5T, polimorfismos de repeticién de timinas que afectarian el nimero de
transcriptos maduros correctos. Estas son mutaciones con consecuencias funcionales mas
leves ya que para el alelo 5T un 6-37% de transcriptos producidos dan lugar a forma salvaje del

CFTR[12, 13].
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Adicionalmente, la correlacién genotipo-fenotipo cambia para distintos érganos: es fuerte
entre el genotipo en el CFTR y la afectacién pancredtica, mientras que en la expresion
pulmonar la correlacidn es inexistente, sugiriendo que gran parte de la variabilidad fenotipica
seria debida a la acciéon de genes modificadores [12]. De esta manera, individuos con dos
mutaciones de clase I, Il o Il (severas) casi invariablemente presentan insuficiencia
pancredtica, mientras que mutaciones en las clases IV, V y VI pueden conservar funcién del
CFTR residual y estdan usualmente asociadas con fenotipos mas leves y suficiencia pancreatica

(Tabla 3).

Las mutaciones en el CFTR han sido clasificadas segin sus consecuencias clinicas posibles en

cuatro categorias (Tabla 3) [12]:

A. Mutaciones que causan FQ

B. Mutaciones que resultan en un Desorden Asociado al CFTR

C. Mutaciones sin consecuencias clinicas conocidas

D. Mutaciones con relevancia clinica no demostrada o incierta

Existe cierta superposicion entre los grupos A, B, ya que algunas mutaciones pueden ser
detectadas en asociacién con suficiencia pancredtica, o con un Desorden Asociado al CFTR,
como AVD. De hecho, individuos portadores de mutaciones D115H junto con pF508del pueden
presentar un fenotipo clinico desde AVD a FQ con funcionalidad pancreatica normal pero con

compromiso pulmonar.

Tabla 3. Clasificacion de mutaciones en el CFTR segln sus consecuencias clinicas [7].

CFTR mutations and their associated clinical consequences
Association Mutations FPhenotype
CF-causing F508del* 542X GB5E* Usually

R553X* G551D* T11+1G>T* P1
R1162X* W1282X* 1898+1G>A
R1158X N1303K* S549N
2184del A 621+1G>T E822X
2184insA 1717-1G>A* 1078delT
3120+1G>A* 1898+1G>T* 2789+5G= A
I507del* R360T* 3659delC*
1677delTA
A45R5E" 711+3A>G D1152H Usually
R334W* 3849+10kbC>T* L206W rs
R347P* R117H-T5* TG13-T5
CFTR-related R117H-T7* TGI2-T5 TG11-T5 Usually
disease D1152H S997F R74W-D1270N Ps
TG13-T5 R297Q R668C-G576A-
D565G L997F D443Y
G576A M9521
No clinical 11481 [854T 1521F -
consequences R75Q P1290P F308C
B75+40A/G 2752-15G/C 1506V
M470v 1807M IGI11-T5
ES28E
Unknown or Mainly missense mutations with subclinical molecular -
uncertain clinical | consequences (e.g. M470V), which may co-segregate on
consequence the same chromosome and exert a more potent,
cumulative phenotypic effect.
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1.2.3 Terapia en FQ

El tratamiento paliativo de pacientes con FQ incluye el suministro de enzimas pancredticas por
terapia de reemplazo enzimdtico, antibidticos para el tratamiento de patégenos asociados a la

enfermedad S. aureus, H. influenzae y Pseudomonas Aeruginosa y antiinflamatorios [13].

Desde que se descubrid el gen causante de la enfermedad, se han concentrado los esfuerzos
en identificar moléculas que puedan dirigirse especificamente al CFTR o a proteinas vinculadas
a su transporte en la célula, como terapia especifica de FQ. Dada la elevada frecuencia de
pF508del en pacientes con FQ, los intereses se centran en esta mutacion, en el disefio de
“correctores” que le permitan a este mutante llegar a la membrana apical. Hasta el momento,

estos intentos no han llevado a una droga aprobada para su uso en pacientes afectados.

Recién a comienzos del afio 2012, se introdujo Ivacaftor, la primera droga disefiada para tratar
la causa subyacente de FQ, la cual es especifica para la mutacion G551D (clase Ill), presente en
el 4% de los pacientes con FQ [35]. Esta mutacidn hace que el CFTR llegue a la membrana
celular pero falla en abrirse apropiadamente. Ivacaftor actia entonces como un potenciador
para abrir el canal, promoviendo el flujo idnico. Esta droga, hasta el momento, ha mostrado
tener una gran eficacia [35]. Dos ensayos clinicos mostraron la mejora significativa de la
funcién pulmonar y la ganancia de peso luego de la administraciéon de esta droga. Ivacaftor
esta siendo evaluada en combinaciéon con un corrector que mejoraria el trafico del CFTR al

impedir la degradacion de la proteina, y contribuyendo a que llegue a la superficie celular [13].

Otros farmacos estdn siendo desarrollados para contrarrestar el efecto de las mutaciones de
clase |, que producen proteinas truncadas del CFTR. Altaluren, el cual se encuentra en la ultima
fase de ensayo clinico, actua forzando a la maquinaria de traduccién a continuar leyendo el
mensajero, salteandose el codén de terminacién, y permitiendo entonces que se produzca la

proteina completa [36].

Finalmente, la terapia génica, es decir la inserciéon de una copia de ADN del gen funcional en
células afectadas, es otra de las herramientas posibles para el tratamiento de FQ. Los ensayos
clinicos de FQ empleando vectores virales no han sido muy exitosos, ya que generaron
importantes efectos adversos. La mayoria de los ensayos realizados han usado agentes de
transferencia basados en lipidos, es decir, liposomas conteniendo ADN plasmidico con el gen
CFTR, los cuales son inhalados para su transporte hacia el epitelio. La eficacia ha sido variable,
con resultados positivos en ensayos funcionales, aunque la vida media del CFTR expresado

seria reducida [13].
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1.2.4 Alteraciones en el CFTR: lo que falta conocer

De las 1900 mutaciones descriptas en la base de datos de FQ, cerca de 1000 se conoce que son
causantes de la enfermedad. Las restantes estarian involucradas con Desérdenes Asociados al

CFTR, o no causarian FQ [12, 5, 4].

Para la gran mayoria de mutaciones comunes en FQ (inserciones, deleciones y mutaciones sin
sentido), es muy sugerente una vinculacién con la enfermedad [12, 5]. En el caso de
mutaciones que afectan el corte y empalme del transcripto, la evaluacion del efecto puede ser
mas dificil: en algunos casos solamente se encuentran alterados una fraccién de los
transcriptos, mientras otros son procesados eficientemente. Por consiguiente, las mutaciones
gue alteran el corte y emplame del ARN pueden causar FQ o Desérdenes Asociados al CFTR

[12].

Varios polimorfismos en el CFTR (secuencias de ADN con una frecuencia de al menos 1% en la
poblacién) influyen en la manifestacién de la enfermedad en individuos con FQ o Desdérdenes
Asociados al CFTR [37, 38]. Este es el caso de las regiones polimorficas en el intrén 9, en las
cuales el numero de repetidos de timininas (T) o timina-guanina (TG) afecta la eficiencia del
corte y empalme del mensajero. Si bien estos sitios de T y TG son polimdrficos, ciertas
combinaciones de ellos aumentan las chances de exclusién del exén 9 en el ARNm maduro y

por consiguiente, determinan un alelo del CFTR causante de enfermedad [39].

El efecto de mutaciones sin evidentes consecuencias funcionales sobre el fenotipo clinico es
dificil de evaluar. Por ejemplo, la identificacién de una mutacién de cambio de aminoacido en
una Unica familia o individuo, hace imposible determinar con seguridad si presenta un efecto
deletéreo. Mutaciones de este tipo son vistas cominmente en la poblacién general, pero
también se ven aun mas frecuentemente en pacientes con fenotipo clinico consistente con FQ
[12]. La evaluacion funcional (valoracion de localizacion celular, funcionalidad, regulacion) de
una variacién de secuencia encontrada en el gen CFTR resulta fundamental para conocer su
implicancia en la enfermedad. Sin embargo, la gran mayoria de las mutaciones no han sido

caracterizadas funcionalmente, y por consiguiente, su potencial efecto no es claro [12].

Actualmente es un desafio para los clinicos interpretar el resultado de genética molecular del
CFTR, y de integrarlo en el proceso diagndstico. Este conflicto impacta en el diagndstico de la
enfermedad, y asi, en la posibilidad de ofrecer un tratamiento adecuado al paciente,
asegurando un mejor prondstico y calidad de vida. Actualmente, a nivel mundial existe un
interés particular en entender el efecto de variaciones de secuencia encontradas en pacientes

con sintomas clinicos de la enfermedad. De hecho, en este momento, la base de datos CFMDB
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estad desarrollando un nuevo proyecto, llamado CFTR2: The Clinical and Functional Translation
of CFTR [40]. Consiste en una iniciativa internacional liderada por un grupo de investigadores y
clinicos, apoyada por la Unijted States Cystic Fibrosis Foundation que busca proveer con
informacidn completa, avanzada y revisada por expertos acerca de la informacién clinica y

funcional de las mutaciones en el CFTR.

1.3 Mutaciones sinénimas en la enfermedad

Al menos cincuenta enfermedades han sido asociadas con mutaciones sindnimas. El sindrome
Treacher-Collins, la Atrofia Muscular Infantil Ligada al cromosoma X, el Sindrome Seckel son
ejemplos de enfermedades en las que el gen causante de enfermedad presenté una mutacidn

sindnima en un paciente afectado [41].

Las mutaciones sindénimas podrian afectar los niveles de proteina y su funcionalidad, por
distintos mecanismos: el procesamiento de ARN, la regulacién post-transcripcional, los niveles
de degradacién del ARNm, la tasa de traduccidn, y el plegamiento co-traduccional [41]. Su
posible efecto en la elongacién de la traduccién estd vinculado con el uso diferencial de
codones en el genoma y por las correlaciones halladas entre la frecuencia de uso de un codén
y la concentracién del ARN de transferencia (ARNt) que lo reconoce [42,43,44]. De esta
manera, se propone que codones poco frecuentes, al ser reconocidos por ARNt menos
abundantes implicarian una pausa en el avance del ribosoma en comparacién con codones
mas frecuentes. Por consiguiente, podrian constituir un mecanismo adicional de modulacién

de la cinética de traduccion y el plegamiento co-traduccional.

Estudios en procariotas, en los que se cambiaron codones con distinta frecuencia de aparicion
en el genoma, llevaron a una reduccidn de la actividad bioldgica, la eliminacidn de ciertas
pausas en la traduccién y alteraciones en el plegamiento [45,46,47] . En eucariotas, sin
embargo, el rol del uso de codones en el plegamiento de proteinas es un asunto aun en

discusion [48].

En dos proteinas de la familia de transportadores ABC, la glicoproteina P (P-gp) y CFTR, se han
evidenciado cambios funcionales luego de mutaciones sinénimas. En 2007 se mostré que una
variacion sindnima en P-gp dio lugar a una alteracion funcional, la cual no pudo ser explicada
por una alteracion en el corte y empalme, ni por cambios en los niveles de ARNm y proteina

[49].

Recientemente se postuld que el cambio sinénimo en CFTR en el residuo de 1507
(concomitante a la delecién de F508) altera la estructura secundaria del ARNm. Al revertir el

codon de 1507 al coddn original, pero manteniendo la delecion de F508, se obtiene un ARNm
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correctamente plegado y mayores niveles de proteina madura que lo que se observa para la

mutacién pF508del nativa [50].

Estas observaciones hacen poner en cuestidon la idea que mutaciones sindnimas identificadas
en el gen CFTR en pacientes afectados con FQ son neutras. Si bien los mecanismos moleculares
subyacentes no son claros aun, hay evidencias que, como otras alteraciones moleculares, los

cambios sinédnimos pueden alterar la funcionalidad de la proteina y asociarse a la enfermedad.

1.4 FQEn Uruguay

La FQ como entidad nosoldgica es reconocida de larga data en Uruguay, siendo a partir del
Primer Congreso Latinoamericano de FQ, llevado a cabo en Argentina en 1986, que se crearon
asociaciones de padres y médicos dedicados al tema, e incluso Uruguay fue sede del IV
Congreso Latinoamericano de FQ en Noviembre de 1991. A partir de 1999 se lleva un Registro
Uruguayo de FQ que, en agosto del 2006 sumaba 83 pacientes. Si bien no todos los pacientes
diagnosticados eran registrados, el porcentaje que no lo hacia era escaso. Al considerarse el
sub-diagndstico de FQ por el conocimiento incompleto de la misma y de sus multiples formas
de manifestacion, se presentd al Ministerio de Salud Publica el “Protocolo de atencion para
pacientes portadores de Fibrosis Quistica” y fue el 21 de marzo de 2007 que se aprobd la

Ordenanza N2 213, la que establece la obligatoriedad de su aplicacién [51].

El impacto de la enfermedad en la familia, llevd a que en setiembre del afio 2004, se formara la
Asociacion Honoraria Fibrosis Quistica Mucoviscidosis del Uruguay (AHFQMU). La misma se
trata de una asociacidn civil sin fines de lucro creada por padres y afectados con la finalidad de
cooperar con los medios y los centros de atencién médica del pais en la divulgacion de
informacidn sobre el diagndstico y tratamiento de FQ. Su principal objetivo actual consiste en
difundir informacién sobre FQ y la creacién del Primer Centro Especializado en Fibrosis
Quistica en el Uruguay [51]. Entre los logros alcanzados por esta Asociacion, se destacan: el
ingreso al pais de enzimas pancredticas y de los antibidticos tobramicina inhalatoria y
colimicina, importantes para el tratamiento; la creacién y la aprobacion por parte del
Ministerio de Salud Publica del Protocolo Médico para el tratamiento de FQ vy finalmente, por
decreto del Poder Ejecutivo se establecid el 4 de setiembre como "Dia de la Prevencion y
Control de la Fibrosis Quistica en el Uruguay". Esta Asociacién cuenta que, a pesar de los logros
alcanzados, el promedio de supervivencia de individuos afectados se reduce a la nifiez o
adolescencia, en claro contraste con el promedio de vida por encima de los 30 afios de los

afectados en otros paises del mundo.
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En Uruguay desde julio del afo 2010, todos los recién nacidos vivos son estudiados para FQ.
Para esto, se aplica un algoritmo de diagndstico con el ensayo de tripsina inmunoreactiva y
test del sudor. Si es confirmada la sospecha de la enfermedad, se realiza el estudio de las

mutaciones mas frecuentes.

No existe al momento actual datos oficiales de prevalencia, incidencia o mutaciones mas
frecuentes de FQ en Uruguay. Sin embargo, la investigacion se ha enfocado en Ia
epidemiologia de FQ en nuestro pais. De los estudios llevados a cabo, se destaca el de Luzardo
et al. del afo 2002 que establecié, en un grupo de 52 individuos con fenotipo clinico
sospechable de FQ, la frecuencia de mutaciones en el CFTR. De acuerdo al mismo, la mutacion
mas frecuente en individuos caucasicos, pF508del, alcanzé un valor de frecuencia génica de
40,4%, mientras que otras mutaciones causantes de FQ: G542X, R1162X, G85E, N1303K,
R334W, R75Q, R74W, D1270N, W1282X, 1507del, 2789+5G->A, R1066C, -816C/T, y R553X
alcanzaron en conjunto un valor de 30,7%. En el 28,9% de los alelos, no se logré identificar con
las técnicas utilizadas una mutacidn en el CFTR [52]. Luego, la prevalencia de la enfermedad
fue estimada por Cardoso y et al. en el afio 2004, a partir de los datos de frecuencia génica
reportados por Luzardo y la frecuencia de heterocigotos de pF508del en 500 individuos sanos

estudiados, obteniendo un valor de 1/9600 [53].

Las dificultades presentadas para confirmar el diagndstico de FQ a nivel molecular en el
mundo, también se presentan en Uruguay. El Instituto de Genética Médica (IGM) con su
experiencia en el diagndstico de enfermedades desde 1975, incluye en su base de datos cerca
de 100 pacientes con posible diagndstico de FQ. En su practica en el diagnostico de FQ, el IGM
también ha evidenciado esta situacidn [54]. Se han presentado individuos con fenotipo no
clasico de FQ, con una concentracidn de cloruro en el sudor normal o umbral, lo que dificulta
precisar o confirmar el diagndstico mediante la evidencia de disfuncién del CFTR. Luego, al no
encontrarse disponible en nuestro pais el estudio que mide la diferencia de potencial
transepitelial nasal, resulta dificil evidenciar la disfuncién del canal. Al estudiar el defecto a
nivel molecular mediante la secuenciacién de los exones y limites exdn/intréon del gen CFTR, en
un gran numero de pacientes con fenotipo clinico de FQ no clasica no se encontraron
mutaciones causantes de enfermedad, si bien esta es la técnica con mayor cobertura, dentro
de las disponibles con fines diagndsticos. Sin embargo, se encontraron en algunas ocasiones
mutaciones de consecuencia clinica desconocida, asignadas en la base de datos CFMDB como
variaciones neutras o potencialmente polimérficas. Estudios realizados en nuestro pais avalan

también esta situacion [52].
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La informacion disponible de FQ es mas rica en los restantes paises de Latinoamérica que en
nuestro pais, sin embargo, debido a diferencias en composiciones étnicas, es dificil comparar
los resultados de poblaciones conocidas con los de Uruguay. Los latinoamericanos
principalmente son una combinacién de tres poblaciones: Amerindios, Africanos y Caucasicos.
Las caracteristicas genéticas de poblaciones mezcla de Latinoamérica varian a lo largo de todo
el continente de acuerdo a la localizacién, origen de los inmigrantes caucasicos y africanos, y la
distribucién de los amerindios. Debido a que FQ se trata de la enfermedad recesiva mas
frecuente en Caucasicos, profundas investigaciones se han realizado en el hemisferio norte.
Nuevamente, si bien estd disponible informacién de frecuencias génicas en grupos europeos,
claramente no es extrapolable a nuestra poblacidn: la poblaciéon uruguaya estd compuesta
principalmente por caucdsicos (86% o mas) con un 6-11% individuos descendientes de

africanos y un 1-2% de individuos descendientes de amerindios [55].

El escaso conocimiento epidemioldgico de FQ en nuestro pais es un problema actual en la
salud. Su impacto se evidencia en las dificultades en el diagndstico molecular, donde se
maximiza el nimero de mutaciones estudiadas con el fin de asegurar que la mayoria de los
alelos causantes de enfermedad se encuentren considerados, haciendo mas compleja la
interpretacién del andlisis molecular. Adicionalmente, causa que la sensibilidad clinica que se
estima del estudio (proporcién de individuos con FQ que tienen un estudio molecular positivo:

con dos mutaciones causantes de enfermedad), si bien es aproximada, no sea precisa para

nuestra poblacion.

En suma, la FQ se trata de una enfermedad multi-orgdnica con una evolucidn aterradora, la
cual si bien ha podido ser paliada por las mejoras en el tratamiento, la supervivencia media en
paises donde el tratamiento esta disponible es cercana a los 37 afios. De acuerdo al registro de
la AHFQMU, el nimero de individuos con FQ de Uruguay seria de 98 y su expectativa de vida
no alcanzaria la obtenida en otras partes del mundo [51]. Es importante conocer la frecuencia
génica de los alelos del CFTR causantes de enfermedad en nuestro pais, dato sustancial para
optimizar el diagndstico, y el ofrecimiento de un tratamiento adecuado, mejorando el

prondstico del paciente y brindando asesoramiento genético en familias afectadas.



2. Objetivos
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El interés de este trabajo es profundizar en el conocimiento de Fibrosis Quistica en Uruguay,
desde el punto de vista epidemiolégico asi como comprender el efecto de ciertas mutaciones

en la funcionalidad del CFTR.

Nuestro objetivo es contribuir con informacién que permita disefar un algoritmo de
diagndstico molecular para FQ en Uruguay y con herramientas que asistan a entender cuales
variaciones de las encontradas en individuos con fenotipo de FQ son causantes de enfermedad
y cudles se tratan de variaciones sin consecuencias funcionales. A su vez, evaluar la posibilidad
gue mutaciones sindnimas alteren la funcionalidad del CFTR y generen FQ. Disponer de estas
herramientas permitird conocer mejor estas mutaciones y a largo plazo, contribuir a mejorar el

diagndstico, tratamiento, prondstico y asesoramiento genético de FQ.

Para alcanzar este fin, nuestros objetivos especificos son:

i. Estimar la frecuencia de mutaciones de Fibrosis Quistica mas frecuentes en Uruguay,
distinguiendo entre las distintas presentaciones de la enfermedad. Este objetivo se

completara en tres etapas:

a. Acceso a la base de datos de Fibrosis Quistica del Instituto de Genética
Médica, que contiene informacién clinica, paraclinica y molecular. Relevar los
datos de frecuencia génica de alelos del CFTR causantes de enfermedad

distinguiendo en las distintas presentaciones de Fibrosis Quistica.

b. Recabar datos de individuos afectados con Fibrosis Quistica en otros centros

diagndsticos de Uruguay, con el fin de completar esta informacion.

c. Comparar los datos de frecuencia alélica de mutaciones causantes de
enfermedad en individuos afectados de Uruguay con respecto a registros a

nivel regional y mundial.

ii. Analizar el uso de codones en CFTR con el fin de predecir, en un marco tedrico, sitios

donde mutaciones sindnimas podrian comprometer la funcionalidad del canal.

iii. Disefar y poner en marcha un sistema experimental que permita evaluar el efecto de
alteraciones en el CFTR en la localizacién de la proteina en células de mamifero. En la
puesta a punto se analizaran: 1) mutaciones causantes de FQ, de defecto
bioquimico/celular conocido 2) variantes portadoras de mutaciones sinénimas
interesantes, segun lo predicho a partir del analisis tedrico. Ademas, se propondran

variantes a ser analizadas en un futuro.
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3. Materiales y métodos
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3.1 Estimacion de las mutaciones mds frecuentes de Fibrosis Quistica en Uruguay

3.1.1 Andlisis de la base de datos de FQ del Instituto de Genética Médica

Una muestra de 69 pacientes, no relacionados, fue seleccionada de un grupo de 172 individuos
derivados al IGM desde enero del afio 2006 a mayo del 2012, para estudio molecular del CFTR.
Estos pacientes fueron derivados por renombradas instituciones de la salud de nuestro pais:
Banco de Prevision Social (BPS), Salud Publica, Sindicato Médico del Uruguay (CASMU), Servicio
Médico Integral (SMI), Sociedad Universal, Casa de Galicia y FEMI (Federacién Médica del

Interior integrada por cooperativas médicas del interior del Pais).
Individuos que presentaron uno o mas de los siguientes sintomas fueron incluidos:

i. enfermedad respiratoria asociada a FQ, definida por la presencia de cultivos de esputo
positivo para Pseudomonas aeruginosa, bronquiectasias, tos crdnica, neumonia,
enfermedad reactiva de la via aérea, resultados anormales de la funcién pulmonar,

sinusitis crdnica, y pdlipos nasales
ii. malformaciones de los conductos Vas Deferens

iii. enfermedad gastrointentinal, definida por valores fecales de grasa (medidos por el test

de Van de Kamer), prolapso rectal o episodios recurrentes de pancreatitis.

Para cada individuo, se registraron los resultados de estudios de funcionalidad del CFTR (test
del sudor y diferencia de potencial nasal). Muy pocos individuos presentaron el estudio de la
diferencia de potencial transepitelial nasal, dado que no se encuentra disponible en nuestro

pais.

La “secuenciaciéon parcial” del gen CFTR involucra la secuenciacién de los exones 3, 4, 5, 6, 8,
11, 12, 13, 14, 16, 17, 18, 20, 22, 23 y 24 y las regiones colindantes exdn-intrén, mientras que
en la secuenciacion de toda la regidn codificante se secuencian los 27 exones y las regiones
colindantes exdn-intrén. En ambos casos, el ADN gendmico fue extraido segun Grimberg et al.
a partir de sangre periférica, se amplificd por PCR y se realizd secuenciacién bidireccional de
cada amplicén utilizando oligonucledtidos marcados (Applied Biosystems). Las secuencias
resultantes fueron analizadas por electroforesis capilar automatica (ABI 310, Applied

Biosystems) [56]. Todo este trabajo fue realizado por el equipo de Biologia Molecular del IGM.

Se aplicd el algoritmo de diagndstico adaptado de De Boeck et al. (Figura 5) [5]. En funcién de
la presentacion clinica, estudios paraclinicos y resultado molecular, los posibles diagnésticos

de los pacientes fueron clasificados en FQ, Disfuncion del CFTR (FQ no cldsica y Desdrdenes
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Asociados al CFTR), Inconclusoy FQ poco probable (Figura 5). Para aquellos individuos que no
fueron vistos clinicamente en el IGM, y por lo tanto no se tiene acceso a informacion clinica y
paraclinica, se contactaron los médicos que derivaron a los pacientes al IGM, se accedid a la

historia clinica, y se completd la informacién restante.

Individuos con AVD fueron identificados en los grupos Inconcluso y Disfuncion del CFTR. AVD
fue diagnosticado en hombres con: azoospermia, ausencia del Vas Deferens (determinada por
el médico tratante) y una mutacion identificada en uno o los dos alelos del CFTR, tal como

sugiere la base de datos OMIM [17].
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Sospecha Clinica

Test del Sudor
| |
<40 mmol/L 40-60 mmol/L >60 mmol/L

I
Repetir Test del Sudor

|
| | \
— <40 mmol/L 40-60 mmol/L ~60 mmol/L

Estudio de ADN CFTR Estudio de ADN CFTR
(secuencialcic’)n parcial) (secuenciacién parcial)
I | | | |
0 mutacién 1 mutacidén 2 mutaciones 0 mutacién 1-2 mutaciones

Revisién clinica
otros diagndsticos

|. l Diferencia de Considerar _
Si No ™ pytencial Nasal heterogeneidad
de FQ?
l | | Test del sudor
— Normal Inconcluso Anormal falso positivo?

Estudio de ADN CFTR
(secuenciacién de toda
la secuencia codificante)

0 mutacién 1 mutacién 2 mutaciones ——

FQ poco probable Disfuncién del CFTR Fibrosis Quistica

FQ no clasica
Desordenes asociados al CFTR

Figura 5. Algoritmo de diagndstico de FQ a partir de informacién clinica y test del sudor. Adaptado de Boeck et al [5, 6].
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3.2 Andlisis del uso de codones del gen CFTR.

3.2.1 Organismos y secuencias

Las secuencias codificantes del CFTR de los siguientes primates fueron descargadas de NCBI/
GenBank Database, utilizando la herramienta PROTEIN PSI-BLAST: Aotus nancymaae, Ateles
geoffroyi, Callicebus moloch, Callithrix jacchus, Cercopithecus aethiops, Colobus guereza,
Gorilla gorilla, Homo sapiens, Lemur catta, Macaca fascicularis, Macaca mulatta, Macaca
nemestrina, Microcebus murinus, Nomascus leucogenys, Otolemur garnettii, Pan troglodytes,
Papio anubis, Pongo abelii (Tabla 4) [20]. Las secuencias traducidas fueron alineadas utilizando

el programa ClustalW y luego analizadas a nivel aminoacidido y nucleotidico [57].

Tabla 4. Secuencias del CFTR analizadas. Las secuencias fueron descargadas de la base de datos Genbank [20].

Numero de Acceso
Organismo . ..
Proteina Nucleétido
Aotus nancymaae ABJO8E90.1 DPO00197 1
Ateles geoffroyi ABI75275.1 DPO0O17T. 1
Callicebus moloch ABB89795.1 DPO00019.1
Callithrix jacchus ABA90397.1 DPO00014.2
Cercopithecus ABC87491.1 DP000029. 1
aethiops
Colobus guereza ABJ0BB57 1 DP000193.1
Gorilla gorilla ABC87455.1 DPO00025.1
Homo sapiens NP _000483.3 N 000492 3
Lemur calta AAY88996.1 DPO00004 1
Macaca fasciculans AAFB0467 .1 AHO09552 1
Macaca mufattfa AACT4011.1 AF013753.1
Macaca nemestrina AAD46905.1 AHO08050.1
Microcebus murinus ABBB9526.1 DPO00022 2
Nomascus leucogenys ABJOBB6T 1 DPO00194. 1
Otolemur gamettii ABA90408.1 DPO00013.2
Pan troglodytes NP_001073386.1 NM 0010799171
Papio anubis NP_001106085.1 NM _001112615.1
Pongo abelii ABC87466.1 DPO00026. 2
Saimir boliviensis ABI75310.1 DPO00180.1

3.2.2 Tablas de uso de codones

Las tablas de uso de codones fueron construidas para todos los primates cuyas secuencias

codificantes (CDSs) curadas y con identificacion acorde a HUGO Gene Nomenclature
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Committee (HGNC) estaban disponibles en la versién 58 de la base de datos Ensembl [58]. Las
secuencias fueron descargadas a través del sistema de manejo de informacién Biomart [59].
Las secuencias repetidas o conteniendo codones de terminacion internos fueron descartadas.
Las Tablas de uso de codones fueron construidas con el siguiente nimero de CDSs: C. jacchus,
10556; G. gorilla, 11805; H. sapiens, 14872; M. mulatta, 10143; M. murinus, 10303; O.
garnettii, 9786; P. troglodytes, 10579; P. abelii, 9344.

3.2.3 %MinMax

La frecuencia relativa de codones en las secuencias de CFTR fue calculada con el algoritmo
%MinMax [60]. Este algoritmo se aplicd en una ventana deslizante de 18 codones y reporta un
valor para cada ventana con un minimo de -100, cuando todos los codones analizados en la
ventana son los mas raros para cada aminoacido, y un maximo de 100, cuando todos los
codones utilizados son los mas frecuentes para la secuencia aminoacidica. La Figura 6
esquematiza el calculo del algoritmo %MinMax. La salida de cada ecuacién %MinMax es, por
definicidn, siempre positiva. Si las frecuencias de uso de codones para una ventana dada son
mayores que el promedio, se otorgara un valor para %Max, si es menor que el promedio, un
valor serd dado para %Min (una ventana puede dar sélo un valor para %Max o %Min, pero no

para ambos). Por claridad, valores %Min son graficados y reportados como valores negativos.

Una ventana fue definida como enriquecida en codones raros si el resultado de %MinMax se
encontraba por debajo del promedio de %MinMax del organismo menos un desvio estandar
(SD) (calculado a partir de todas las ventanas del organismo). De igual manera, una ventana
fue considerada enriquecida en codones frecuentes cuando %MinMax se encontraba por
encima del promedio de %MinMax mds un SD. Ventanas consecutivas con el mismo sesgo
fueron consideradas que definen un cluster. Ventanas no consecutivas fueron consideradas
que forman un cluster si parte de la secuencia de la primer ventana se encontraba contenida
en la segunda. Ventanas de %MinMax fueron consideradas conservadas cuando se presentaba
la misma tendencia de enriquecimiento en los ocho organismos con tablas de uso de codones

disponibles.
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promedio
Proteina ARNm  Frecuencia/1000 codones 5 codones
K AAG 12.7 Actual %Max = Actual - Prom x 100
; “odones 1 UCG 85 143 | Max - Prom
usados AGG 22
T ACC 21.7
-0-
AUG 26.2
AAA 354 Max |
AGC 15.0 236
codones mas| cgu 19.8
frecuentes | acc 21.7
AUG 26.2 %Min = Prom - Actual x 100
AAG 12.7 Min Prom - Min
ucG 8.5 11.9 |
codones AGG 22
menos ACA 9.7 51
frecuentes -
26.2
24.1 L
1106 _ _Z (frecuencia codon) 16.7 | Prom
frecuencia |4 numero de codones
promedio 132

Figura 6. Algoritmo %MinMax para un péptido MKSRT. Para cada coddn tres frecuencias relativas fueron
tabuladas, utilizando las tablas de uso de codones construidas (i) la frecuencia con la cual el coddn es utilizado en
el genoma del organismo (Actual), (ii) la frecuencia de uso del codén mds frecuente codificante para ese
aminoacido (Max) y (iii) la frecuencia de uso del codén menos frecuente codificante de ese aminoécido (Min). La
frecuencia promedio (Prom) también fue calculada para cada aminodcido. Estas cuatro frecuencias de uso fueron
utilizadas para calcular %Max y %Min con las ecuaciones mostradas. Un valor %Min de 51 significa que esta
secuencia esta aproximadamente en la mitad entre la secuencia mas rara y la secuencia promedio y es graficada
como -51.

3.2.4 Evolucién molecular (dS)

Las distancias sindnimas (dS) fueron estimadas en una ventana deslizante de 18 codones
utilizando el programa Codeml, incluido en PAML 4.0 [61]. La dS representa el nimero de
sustituciones sindnimas por sitio sindnimo. Para las ventanas deslizantes, implementamos
modelos de codones especificos de rama (modelo = 2) permitiendo que grupos de ramas
especificos tengan distintos valores de dN/dS. Se construyé un cladograma basado en
informacidn taxondmica para los 19 primates utilizando la plataforma del sitio /tol [62].
Valores totales de dS (determinados por la suma del largo de dS para todas las ramas del
grupo) fueron obtenidos para los tres grupos monofiléticos: Catarrhini, Platyrrhini vy
Lemuriformes. Una secuencia incluida en una ventana fue definida como restringida en
cambios sinénimos cuando el valor estimado de dS se encontraba por debajo del promedio del

gen para cada uno de los tres grupos monofiléticos.
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3.3 Diseno de un sistema cuantitativo para evaluar la localizacién sub-celular del CFTR.

3.3.1 ADNc de CFTR humano
El ADN copia (ADNc) de CFTR humano (CFTR) fue otorgrado por el Dr. Pablo Artigas (Texas Tech

University, Health Sciences Center, School of Medicine), clonado en el pldasmido de expresion

PGEMHE. CFTR presenta la secuencia consenso de segin Genbank (NM_000492.3) [20].

3.3.2 Diseno de oligonucleétidos

Todos los oligonucledtidos utilizados fueron disefiados segun la secuencia consenso de CFTR
(NM_000492.3). La Tabla 5 muestra la secuencia de cada oligonucleétido empleado y su
aplicacién.

Tabla 5. Disefio de oligonucledtidos. Se muestra nombre, secuencia y aplicacion de cada
oligonucledtido utilizado.

Oligonucledtido Secuencia5-3' Aplicacién
CFTR foward CTCGAGCTATGCAGAGGTCGCCTCTGG Amplificacion CFTR
CFTR reverse CTGCAGCTAAAGCCTTGTATCTTGCACCTC Amplificacién CFTR
EGFP-Fw ACTACCTGAGCACCCAGT Secuenciacién CFTR
Sec2 TCTAGGCATAGGCTTATGCC Secuenciacién CFTR
sec3 AACTGACTCGGAAGGCAGCC Secuenciacién CFTR
secdv2 CTCATGGGATGTGATTCTTTCG Secuenciacidn CFTR
secs CAGGCAAACTTGACTGAACTGG Secuenciacién CFTR
sech ATGACCTTCTGCCTCTTACC Secuenciacion CFTR
sec? CAGTTATCTAGATCCGGTGGATCC Secuenciacién CFTR
endrev2 TGCTTGTGGCCATGGCTTAGE Secuenciacién CFTR
endrev AGGACAGTTGTTGGCGGTTGL Secuenciacién CFTR
foward_R75_clusterl(rondal) CTAAACTCATTAATGCCCTTCGGAGATGTTTTTTCTGGAGATITATG Mutagenésis custer 1ronda 1
reverse_R75_clusterl (ronda 1) CATAAATCTCCAGAAAAAACATCTCCGAAGGGCATTAATGAGTTTAG Mutagenésis duster 1ronda 1
foward_L88L90_clusterl(ronda2) ?GAGAWATGWCTATGGMTCWCTGTATCTGGGGGAAGTCA CCARAGCAGTACAG Mutagenésis duster 1ronda 2
reverse_LB8L90_clusterl (ronda 2) SCTGTA CIGEILE GRS G S A A GA T CEA A A e Mutagénesis cluster 1ronda 2
foward_R170L1721175_cluster2 ig?s;iﬂ'rmmL‘FGTCMEiCAGAGﬂCFGGATAMATCAGTAWGGACMCWGW Mutagénesis eluster 2
reverse_R170L1721175_cluster2 E(TS?:F?CTAACAAGWGTCCAATACTGATWATCCAGAACTCTGC'ITGACAGCH‘I’AAA Mutagénesis duster 2
foward_L375_clusterd {ronda 1 GGAGCAATAAACAAAATACAGGATTTCCTGCAAAAGCAAGAATATAAGACATIGG  Mutagénesis cluster 4ronda 1
reverse_L375_clusterd (ronda 1) CCAATGTCTTATATTCTTGCTTTTGCAGGAAATCCTGTATTTTGTTTATTGETCC Mutagénesis cluster 4 ronda 1

CAAGAATATAAGACATTGGAATATAACCTGACCACTACAGAAGTAGTGATGGAGAAT

foward_L387T388 _clusterd {ronda2) Mutagénesis cluster 4 ronda 2

GTAAC
reverse_| 387T388_clusters (rondz 2) SE??ﬁEgI?gATCACTACTI'CTGTAGTGGTCAGG'ITATA'WCCAATGT Mutagénesis duster 4 ronda 2
foward_V392_clusterd (renda 3) CCTGACCACTACAGAAGTGGTGATGGA GAATGTAACAGC Mutagénesis cluster 4ronda 3
reverse_V392_dusterd (ronda 3) GCTGTTACATTCTCCATCACCACTTCTGTAGTGGTCAGG Mutagénesis cluster 4ronda 3
foward_LS700571_cluster6 (rondal) ggﬁ:{fﬁiAGmGTATACAAAGATGCTGATITGTATCTGCTGGACTCTCCTFITGGATA cr Mutagénesis duster Gronda 1
reverse_L 5700571 _cluster6 (rondal) ;T;?GGFATCCMMGGAGAGFCCA CCACAIACR A CACCRC CIARRE SR, Mutagénesis cluster 6ronda 1
foward_LS78L581_cluster6 (ronda 2) GTATCTGCTGGACTCTCCTTTTGGATACCTEGATGTTCTGACAGAAARAGRAATATTTE Mutagénesis cluster Gronda 2
AAAGCTGTG
reverse_L578L581_cluster6 (ronda 2) zat;mAMTATWCWCTGTCAGMCATCCAGGTATCCAAAAGGAGAGTCC Mutagénesis duster 6ronda 2
foward_|586_clusteré (ronda3) CCTGGATGTTCTGACAGAAAAAGAAATCTTTGAAA GCTETGTCTGTAAAL NMutagénesis cluster Gronda 3

reverse_|586_clusters (rondz 3) GTTTACAGACACAGCTTTCAAAGATTTC CTGTCAGAACATCCAGG Mutagénesis duster 6ronda 3
4
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3.3.3 Medida de la concentracion de ADN

La cuantificacidon de ADN se realizo en el espectrofotometro de gota ACTGene (tipo Nanodrop).
La concentracién de ADN se calcula a partir de la medida de su absorbancia (A) a 260nm,
teniendo en cuenta que 1 unidad de absorbancia corresponde a una concentracién de
50ug/mL de ADN doble hebra. Para estimar la pureza de la muestra se determina también la
A280 (longitud de onda a la que presentan un maximo de absorcion las proteinas). Se
considera que el ADN se encuentra en una pureza aceptable cuando se obtiene una relacién de

A260/A280 de 1,8 o superior.

3.3.4 Cultivo de bacterias

Los cultivos liquidos de bacterias se hicieron en medio LB (bactotriptona 10g/L, extracto de
levadura 5g/L, NaCl10g/L, pH 7,0). En el caso de bacterias transformadas con plasmidos
portadores de marcadores de resistencia a ampicilina o kanamicina, se agregé al medio el
antibidtico a una concentracién de 50 — 100 pg/mL (en funcidn del antibidtico utilizado). Las
células transformadas con la reaccion mutagénesis fueron crecidas en medio S.0.C (2%
triptona, 0,5% extracto de levadura, 10mM de NaCl, 2,5mM de KCI, 10mM MgCl2, 10mM
MgS04, 20mM glucosa). Las bacterias también se cultivaron en medio semisélido en placas de
Petri con LB agar (1% bactotriptona, 0,5% extracto de levadura, 0,17M NaCl, 1,5% agar) con
100 pg/ml de Ampicilina y 0.5mM IPTG y 80ug/ml X-Gal para las bacterias transformadas con
PGEM-T Easy (Promega) y 50ug/mL de kanamicina para el vector pEGFP-C1. Los stocks de

bacterias se conservaron a -802C en medio LB suplementado con 15% de glicerol.

3.3.5 Transformacién de células quimiocompetentes

Para la transformacion, se utilizaron 50uL de células DH5«a competent cells subcloning
efficiency (Invitrogen) o MAXEfficiency DH5a competent cells (Invitrogen). Segun indicaciones
del proveedor, se agregd el ADN a la suspension y se colocaron las células competentes
durante 30 min en hielo. Luego de la incubacioén, se realizé un shock térmico de 45 seg a 42°Cy
luego en hielo por 2 min adicionales. Posteriormente, se agregaron 900 uL de medio LB
(DH5a subcloning efficiency) o SOC (MAXefficiency) y se incubd a 372C durante una hora con
agitacién. Se sembraron alicuotas de las células transformadas con rastrillo sobre placas de LB

agar suplementadas con el antibiético adecuado.

3.3.6 Ligacion de fragmentos de ADN en vectores pGEM-T Easy y pEGFP-C1

Las reacciones de ligacidn se hicieron en una relacién molar 2:1 de CFTR en relacién con los
vectores pGEM-T Easy o pEGFP-C1. Se incubd durante toda la noche (O.N) a temperatura

ambiente (TA) con la enzima T4 DNA ligasa (Promega). Las bacterias competentes fueron
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transformadas con un volumen equivalente a 1ng de plasmido ligado (diluido 1/5 en buffer

Tris-HCl pH=7,5, EDTA 1mM).

3.3.7 Extraccién de ADN plasmidico

La extraccion de ADN plasmidico en pequeias cantidades se realizé por el método de lisis
alcalina descrito anteriormente a partir de 3mL de cultivos de la cepa de E. coli transformada
con el plasmido correspondiente [63]. Brevemente, se resuspendid el cultivo en fase
estacionaria en buffer Tris-HCI 25 mM, EDTA 10 mM y ARNasa 50ug/mL y se lisaron las células
con una soluciéon NaOH 0,2N, SDS 1%. Se neutralizé el pH de la solucién con acetato de sodio
3M pH 4,8 y se centrifugd a 4°C y 12.000g durante 20 min conservando el sobrenadante.
Luego se precipitd el ADN de la solucién con el agregado de 0,7 volimenes de isopropanol y se
lavd el pellet con etanol 70%. Finalmente, se resuspendid el pellet en agua purificada por miliQ

(generalmente 30pL).

Para las construcciones de GFP-wtCFTR y todos los mutantes generados se extrajo el ADN
plasmidico a mayores concentraciones con el kit de Maxiprep EndoFree Purification Maxi Kit
(Qiagen), segun las indicaciones del proveedor. Con este stock se transfectaron las lineas

celulares.

En todos los casos se evalué la concentracion y calidad de dicho ADN mediante

espectrofotometria y se guardo a -202C.

3.3.8 Electroforesis en gel de agarosa

Los fragmentos de ADN se analizaron por electroforesis en gel de agarosa 0,8-1% (g/L)
dependiendo del rango de tamafo de los fragmentos a separar. El gel fue preparado en
tampon TAE 1x (TAE 10x: Tris-HCl 0,4M, EDTA 50mM pH 8,0, acido acético hasta pH 7,2)
conteniendo 0,05 pl de GoodView (SBS Genetech, China) por cada mL de agarosa. El gel fue

corrido a 90V en buffer TAE. Para la visualizacion de los geles se utilizé un transiluminador UV.
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3.3.9. Generacion de la construccion GFP-wtCFTR.

3.3.9.1. Amplificacién del CFTR a partir de pGEMHE por PCR.

El protocolo de PCR fue ajustado de acuerdo a las indicaciones del proveedor de la enzima Pfu
Ultra High-Fidelity DNA polimerasa (Agilent Technologies, Inc.), asi como las condiciones del
ciclado de acuerdo a los oligonucledtidos CFTRForward y CFTRreverse utilizados (Tabla 5) que
contienen colas con sitio de restriccion de las enzimas Xho! (5'CTCGAG3’) y Pstl (5'CTGCAG3'),

respectivamente.

La reaccion se llevd a cabo en un volumen final de 20 pL conteniendo una mezcla de: 1x
PfuUltra HF reaction buffer, 250 uM de cada dNTP, 0,4 uM de cada oligonucleétido, 1 Unidad
de PfuUltra HF ADN polimerasa, 2,5 pL de ADN de una dilucién 1/100 del plasmido pGEMHE en
agua ultrapura. Las condiciones de la amplificacidon fueron: 952C durante 4 minutos, 32 ciclos
de 952C durante 1 minuto, 502C durante 1 minuto, 722C durante 4,5 minutos y 722C durante
10 minutos. Luego de la amplificacién, la mezcla de reaccién fue analizada por electroforesis
en gel de agarosa 0,8 % vy su peso molecular fue determinado comparandolo con el marcador

de peso molecular (MPM) Fermentas GeneRuler 1kb Mix (Fermentas Life Technologies).

3.3.9.2. Clonado de CFTR en pGEM-T Easy.
El producto de PCR de CFTR fue purificado de la reaccién con el kit Wizard SV Gel and PCR

Clean-Up System (Promega, Estados Unidos) de acuerdo a las indicaciones del proveedor. El
vector pGEM-T Easy se encuentra linearizado con una unica timina terminal en los extremos 3’
del vector. El amplicdn de CFTR fue incubado 30 min a 722C con la enzima UTaq para la
incorporacidn de un nucleétido de adenina en el extremo 3’ (SBS Genetech Corp.). Luego de la
ligacion, las colonias candidatas a presentar el inserto se seleccionaron de acuerdo al criterio
blanco/azul. La presencia del fragmento de CFTR fue evaluada mediante PCR de CFTR (segun
punto 3.3.9.1) y por digestién del plasmido con las enzimas Xhol (Fermentas) y Pstl (New

England Biolabs) en condiciones segun las proporcionadas por el fabricante.

3.3.9.3 Subclonado de CFTR en pEGFP-C1
El plasmido pEGFP-C1 fue provisto por el Dr Agrelo (Institut Pasteur Montevideo). Este

presenta la secuencia codificante de una variante de la proteina fluorescente Green
Fluorescent Protein (GFP). Al digerir pEGFP-C1 con las enzimas Xhol y Pstl e insertar a CFTR en

esa posicion, se obtiene la proteina de fusion GFP-CFTR (Figura 7).
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Figura 7. Mapa del vector pEGFP-C1. Se muestra la secuencia terminal de EGFP, y en amarillo la
secuencia codificante del linker de 7 aminoacidos. Mediante el corte con las enzimas Xhol y Pstl se
inserta a CFTR en pEGFP-C1.

Los plasmidos pGEM-T-CFTR y pEGFP-C1 fueron digeridos con las enzimas Xhol (Fermentas) y
Pstl (New England Biolabs) segun las indicaciones del fabricante. Ambas reacciones fueron
corridas en gel de agarosa y las bandas correspondiente al plasmido pEGFP-C1 lineal y el
inserto CFTR liberado de pGEM-T fueron purificadas con el kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up
System (Promega, Estados Unidos) de acuerdo a las indicaciones del proveedor. CFTR fue
ligado al plasmido pEGFP-C1 y se confirmd la presencia del inserto CFTR en pEGFP-C1 por

digestion con las enzimas Xhol y Pstl, por PCR de CFTRy por secuenciacién.

3.3.10 Mutagénesis

Los mutantes pF508del, clusterl, cluster2, clusterd4, cluster6 fueron generados por
mutagénesis dirigida a partir de la construccidn GFP-wtCFTR. Los cebadores fueron disefiados
de acuerdo al kit QuikChange Il Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene, Agilent
Technologies) (Tabla 5).

En los casos que la generacién de los mutantes involucrdé varios cambios cercanos, éstos
fueron generados mediante rondas de mutagénesis sucesivas. Para los mutantes cluster4 y
cluster6, se hicieron tres rondas de mutagénesis, para el clusterl, dos rondas y el cluster2 y
pF508del una Unica reaccién. Una vez que fue confirmada por secuenciacién la incorporacion

de la mutacién, se procedié a la siguiente reaccidn de mutagénesis. Los oligonucleétidos de las
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rondas sucesivas fueron disefiados considerando las mutaciones incorporadas en la reaccion

anterior.

El protocolo de PCR fue ajustado de acuerdo a las indicaciones del proveedor de la enzima
Phusion High-Fidelity DNA polimerasa (Finnzymes, New England Biolabs). La reaccién se llevé a
cabo en un volumen final de 50 pL conteniendo una mezcla de: 1x Phusion HF buffer, 250 uM
de cada dNTP, 200ng de cada oligonucleétido, 1 Unidad de Phusion ADN polimerasa, 150ng
de ADN molde. Las condiciones de la amplificacién fueron: 952C durante 30 segundos, 18
ciclos de 952C durante 30 segundos, 552C durante 1 minuto y 722C durante 18,4 minutos. 10uL
de la reaccién fueron digeridos con la enzima Dpnl Fast Digest (Fermentas Life Sciences) segun
indicaciones de fabricante y se transformaron células de alta eficiencia de transformacion
MaxEfficiency DH5a Competent Cells (Invitrogen). Se confirmé la presencia de las mutaciones
de interés por secuenciacién de la regidn de interés y una vez terminadas todas las rondas de

mutagénesis, se secuenciod toda la construccion GFP-CFTR.

3.3.11 Secuenciacion

Los productos de PCR asi como los plasmidos, fueron secuenciados por el servicio de
secuenciacién automatica (Institut Pasteur de Montevideo). Las reacciones de secuenciacion
se llevaron a cabo en un secuenciador automatico ABI3130 (Applied Biosystems). Las

secuencias se revisaron manualmente y se editaron con el programa BioEdit versién 7.0.5.3.

3.3.12 Lineas celulares

MDCK: Madin-Darby canine kidney tipo Il. Linea celular derivada de tubulo proximal de rifién

canino.

16HBE140: Linea celular derivada de epitelio bronquial humano. Mantiene varias

caracteristicas de células epiteliales bronquiales diferenciadas.

Las dos lineas celulares fueron crecidas en medio Minimo de Eagle (MEM) (Sigma-Aldrich)
suplementado con suero fetal bovino (SFB) (Sigma-Aldrich) (MDCK 5%, 16HBE140- 10%), 1%

penicilina/estreptomicina (Sigma-Aldrich) e incubadas a 372C con 5% de CO2.

3.3.13 Metodologias estdndar de cultivo de células

Cambio de medio

El medio fue removido 2 veces por semana, bajo condiciones de esterilidad, con la precaucion
de no tocar la monocapa con la pipeta. Se agregd nuevo medio de cultivo el cual fue

precalentado a 37 eC.
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Pasajes de lineas celulares

Se removié el medio de cultivo que cubre la monocapa, y se lavé con 1 ml de solucién de
tripsina-EDTA (Sigma-Aldrich), moviendo suavemente en forma ondulante, y se aspiré el
exceso. Luego se agregdé 1 mL de tripsina-EDTA, y se incubd a 372C y 5% de CO, en un rango
10-20 minutos dependiendo de la linea celular. Se observé al microscopio el completo
desprendimiento de las células, y se agregd medio para inactivar la accién de la tripsina. Se
centrifugd 3 minutos a 400g. Al precipitado se le agregd medio suficiente de manera que
permita distribuir las células en los siguientes subcultivos. Se repartieron las células en nuevas
placas con el medio de crecimiento de acuerdo al volumen del soporte que se estd utilizando.

Se colocaron las placas en la estufa a 372Cy 5% de CO2.

Criopreservacion

Se prepard una placa de 10 cm de didmetro de un cultivo joven con una monocapa completa.
Se desprendieron las células con tripsina y se resuspendieron en 5 ml de medio de cultivo con
SFB. Luego de centrifugar 3 minutos a 400g, se removid el sobrenadante y el pellet se
resuspendid con SFB con 5% Dimetil Sulféxido (DMSO), el cual fue previamente enfriado a 42C.
Se congeld a -802C durante toda la noche y luego se colocd a -19629C, tanque de nitrégeno

liguido donde se mantuvieron almacenadas para futuras experiencias.

Descongelado de células

Se sacé el criotubo del nitrégeno liquido y rdpidamente se colocd en agua a 372C. Bajo flujo,
se abrid el criotubo y agregaron las células a un tubo con medio MEM para lavarlas y quitarles
el DMSO. Luego de centrifugar 3 minutos a 400g, se resuspendio el pellet en MEM con 5% de

SFB y se colocd en la placa. Se llevé a estufa a 372Cy 5% de CO2.

3.3.14 Induccidn de la polarizacion de la monocapa

Para inducir la diferenciacion en células epiteliales polarizadas, éstas fueron crecidas en filtros
permeables (transwells). Los filtros permeables permiten la llegada diferencial de medio de
cultivo a toda la superficie de la membrana celular, permitiendo a las células la toma y
secreciéon de moléculas tanto en su superficie apical, como basolateral y por consiguiente,

llevar a cabo las actividades metabdlicas de una manera mas natural.
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Células sembradas en filtros permeables Células polarizadas

Figura 8. Esquema de filtros permeables utilizados. Se muestran los dos
compartimientos y como el crecimiento de las células sobre el filtro permeable
contribuye a la polarizacién.

Para la polarizacion de las lineas celulares se utilizaron filtros de policarbonato de 12mm de

didmetro con 0,4um de didmetro de poro, contenidos en placas de 12 pocillos (Transwell®

Permeable Supports, Corning Fisher, New York, Estados Unidos).

Una vez desprendidas las células (de la placa de mantenimiento) con el tratamiento con
tripsina-EDTA y resuspendidas en medio de cultivo, una alicuota de éstas fue sembrada en la
camara de Neubauer y el nUmero de células fue contado al microscopio, de manera de poder
sembrar un nimero conocido por filtro permeable. Previamente, se agregd un volumen de
medio de tal manera que el volumen final sea 500p.L en el compartimiento apical y 1500pL en
el compartimiento basolateral. Para MDCK se sembraron 4,5X10° células por filtro, las cuales
fueron fijadas a las 72hs. Para 16HBE140’, se sembraron 1X10° células, fijadas a los 7 dias.
Luego de sembradas, se agitd la placa para asegurar la distribucién homogénea de las células

en el filtro. El medio fue cambiado tal como en placas de mantenimiento.

3.3.15 Evaluacién de localizacion de pF508del en células extendidas.

Para poder evaluar la localizacion del mutante pF508del, 1X10° células MDCK fueron
sembradas en cubreobjetos circulares (Thermo Scientific Microscope Cover Glass #1)

contenidos en pocillos.

3.3.16 Transfeccion de GFP-CFTR

Todas las construcciones de GFP-CFTR fueron incorporadas a las células mediante transfeccion
con Lipofectamina 2000 en medio Opti-MEM (Invitrogen) 24hs previo a fijar las células. Previo

a la transfeccion, se le cambié el medio a las células crecidas en filtros permeables o en placas
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con MEM y SFB. Se prepar6 una mezcla de 1ug de la construccidon plasmidica con 200uL de
Opti-MEM y 6L de Lipofectamina 2000 con 200uL de Opti-MEM, se agitaron suavemente y se
dejaron incubar 5 minutos a temperatura ambiente. Luego, se mezclaron los dos volimenes y
se incubaron 20 minutos para que se formen los complejos Lipofectamina-ADN. De esta
mezcla, se le agregé 100pL al compartimiento apical y 300 pL al compartimiento basolateral.
Se agitd vigorosamente para asegurar la dispersién de los complejos en toda la superficie. Se
incubé durante 6hs a 372C y 5% CO, y luego se le cambié el medio por MEM con SFB vy
antibidtico. Se incubd a 372C y 5% CO, hasta el dia siguiente. En el experimento de evaluacion
de la restauracion de pF508del en la membrana apical, las células fueron incubadas luego de la

transfeccion a 272C por 24hs.

3.3.17 Inmunofluorescencia

Al dia siguiente a la transfeccion, la membrana fue lavada tres veces con buffer PBS 1X (MgCl
288,5 mM, KCl 0,2g/L, KH,PO, anhidro 0,2g/L, NaCl 8g/L, Na,HPO, 1,15g/L pH=7,4) a TA. Se fijo
con para-formaldehido 4% en PBS 30 minutos a TA. Se permeabilizé con Tritdon X100 0,1% en
PBS, 15 min a 372C. Se bloqued con 0,7% de Fish Skin Gelatin (FSG) en PBS, 1hora a 372C. Se
incubé con anticuerpo primario diluido apropiadamente en FSG ON a 49C. Para el marcaje de
la membrana apical, se utilizd anti-gp135 (ratén) y el de la basolateral se hizo con anti-p58
(ratdn) ambos en una dilucién 1/3000. El reticulo endopldasmico fue marcado con el anticuerpo
anti-calnexina (conejo) (ab10286, Abcam) a una dilucién 1/200. Luego, se incubd con una
dilucién 1/1000 del anticuerpo secundario anti-ratén (Invitrogen) o anti-conejo (Invitrogen)
(ambos conjugados con tetrametilrodamina) en FSG 0.7%, 1 hora a 372C. Finalmente se incubd
15 minutos a TA con TO-PRO 3 (Invitrogen) diluido 1/500 en PBS. Todos los pasos fueron

separados con tres lavajes con PBS 1X (previo al bloqueo) o FSG 0,7% (posterior al bloqueo).

Los portaobjetos fueron limpiados con alcohol 70% previo a su uso. Se hicieron dos lineas con
esmalte de manera de generar una camara donde podra colocarse la membrana cortada y
luego sumergirla en medio de montaje. Se cortdé la membrana con bisturi en forma de
cuadrado, se sumergid en agua. Se colocé la membrana en la camara con la cara apical hacia
arriba y se agregaron 13p.L de medio de montaje ProLong® Gold antifade reagent (Invitrogen) y
el cubreobjeto (Menzel-Glaser 24X40mm #1) pre-limpiado cubriendo el filtro. Se dejo curar el

medio de montaje por 24hs y se visualizaron al otro dia en el microscopio confocal.

3.3.18 Adquisicién de imdgenes por microscopia confocal de fluorescencia.

Las muestras fueron examinadas por microscopia confocal utilizando el microscopio Leica TCS-

SP5 y un objetivo HCX PL APO 63x/NA1.40 CS aceite.
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Tamafio de pixel: Las imagenes fueron registradas a valores menores de la tasa Nyquist (43nm
lateral and 130nm axial) para evitar aliasing. Esto se logré con un zoom adicional 8X y una
resolucidn de la imagen de 1024X1024 pixels. Los stacks confocales fueron adquiridos con una
separacion en el eje z de 0,126 um, alcanzando un voxel con tamanio final de 0,030 um (lateral)

y 0,126 um (axial).

Adquisicidn imagen: Se utilizaron los lasers 488 y 543 en un canal y el laser 633 en otro. La
fluorescencia emitida por la excitacion con el laser 633 no fue registrada, por lo que incorporar
a los lasers 488 y 543 en el mismo canal, disminuyd el tiempo de adquisicion de la imagen.
Dado que los espectros de emisidén y excitacion de los fluoréforos utilizados se solapan (ver
Figura 9), la longitud de onda a amplificar por los fotomultiplicadores fue ajustada de tal
manera de maximizar la especificidad de la sefial detectada en cada caso. Como la
tetrametilrodamina es excitada a 488nm, y emite desde 540nm, el rango de longitudes de
onda a amplificar por el fotomultiplicador de GFP-CFTR fue ajustado a 503-540 nm.
Andlogamente, para el fotomultiplicador de tetrametilrodamina se considerd que GFP excitado
por el laser 488 emite en el rango de emision de la tetrametilrodamina y TO-PRO 3 es excitado
a 543 (Figura 9). Ambos factores acotaron el rango de longitudes de onda a amplificar por el
fotomultiplicador de tetrametilrodamina a 600-630 nm. Finalmente, el fotomultiplicador que

detecta la sefial de TO-PRO 3 se fijo para longitudes de onda mayores a 650nm.

El voltaje del fotomultiplicador, la intensidad del laser y el valor del offset fueron ajustados de
tal manera de concordar los valores de intensidades de pixeles disponibles con el rango 0 —
255 en la escala de 8 bits utilizada. En la adquisicién de la imagen, el valor presentado por pixel
fue producto de un promedio 6 escaneos en linea y en campo. Este ajuste aumento el valor de
la relacion sefial/ruido de la imagen. Las imagenes fueron tomadas con una apertura de

pinhole correspondiente a una unidad airy (95,5um de ancho).

Para evaluar la eficiencia de transfeccidn, se fotografiaron 10 planos xy al azar utilizando el
objetivo HC PL APO CS 20x/N.A0.70 aceite del microscopio de epifluorescencia. Se contd el

numero de células transfectadas por nimero de células capturadas.
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Figura 9. Espectros de absorcion y emision de los EGFP (arriba), anticuerpo anti-ratéon conjugado a
tetrametilrodamina (medio) y TO-PRO 3 unido a ADN. Se indica el espectro de cada fluoréforo y el rango de
longitudes de onda detectadas por el fotomultiplicador: en verde, GFP; en rojo, tetrametilrodamina; en naranja
TO-PRO 3.

3.3.19 Determinacion de la point spread function experimental

La point spread function (psf), funcion que evidencia la calidad de un sistema dptico, fue
calculada a partir de imagenes capturadas de esferas adheridas en cubreobjetos. Se utilizaron
esferas de 175nm de didmetro, de acuerdo a las longitudes de onda utilizadas, verde (488nm)
y roja (543nm), del kit PS-Speck Microscope Point Source Kit (P7220, Invitrogen). La solucion
de esferas fue diluida en agua ultra pura y se sembraron aproximadamente 200 esferas por
cubreobjeto. Las condiciones de adquisicion de la imagen fueron tal como para las muestras
problema, con excepciéon del promedio en linea utilizado, que debido a la baja relacion
sefial/ruido, debid ser llevado a 16. La funcion psf fue calculada con la aplicacién Psf Distiller
del programa Huygens Professional (versién 4.1.1 Scientific Volume Imaging, Hilversum, The
Netherlands). Se eligieron individualmente los puntos (aproximadamente 8) que presentaban
menor intensidad y menor didmetro y se le brindd esa informacién a la aplicacién Psf Distiller
para que calculara la funcidn. Se comprobd la efectividad de la funcion obtenida mediante la

deconvolucién de una esfera.
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3.3.20 Procesamiento y andlisis de imdgenes.

Se aplicé deconvolucién “ciega” a las imagenes tomadas por microscopia confocal, utilizando
el software Huygens Essential (version 4.2, Scientific Volume Imaging, Hilversum, The
Netherlands) y la funcidn psf adaptativa. Se aplicé el algoritmo Classical Maximum Likelihood
Estimation (CMLE), un proceso iterativo que no termina si no se le proporciona criterio de
finalizacion. Este criterio puede ser el nimero maximo de iteraciones o el valor del “umbral de
calidad”. Este valor depende en la calidad deseada de la imagen final. Se evaluaron los
pardmetros para alcanzar la mejor calidad de la imagen deconvolucionada. Los parametros
utilizados para la deconvolucién fueron: posicidon cubreobjetos: Oum; direccién del escaneo:
hacia arriba; indice de refraccion del lente: 1,518; indice de refraccién del medio de montaje:
1,42; backprojected pinhole: 285.15; excitation fill factor: 4; valores de longitud de onda de
excitacion y de deteccién utilizados. Para las imagenes analizadas, el valor del cociente
sefial/ruido utilizado fue 20. El valor del “umbral de calidad” (quality threshold) 0,001 y un
numero maximo de 500 iteraciones fueron empleadas, pardmetros que mostraron una mejor
restauracion de la sefial de la imagen (Ver Figura 1 Anexo). Las imagenes deconvolucionadas
(devueltas en formato 32 bit float) fueron exportadas como archivos 16-bit TIFF y para reducir
el rango dinamico de intensidades, se utilizd la opcidn Linked Scale. El andlisis de imagenes fue

llevado a cabo con el software Image J.

3.3.21 Estadistica

Los resultados fueron expresados como la media +/- SD de n observaciones. Los conjuntos de
datos fueron comparados con el test no-paramétrico Kruskal Wallis. Las diferencias fueron
consideradas significativas si p<0.0001. El test estadistico fue calculado utilizando el software R

[64].
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4.1 Andlisis de la poblacién de Fibrosis Quistica de Uruguay

La Fibrosis Quistica es el trastorno recesivo mds frecuente en Caucasicos. La investigacion se ha
concentrado en determinar datos de la enfermedad en nuestro pais, sin embargo, existe poca
informacidon acerca de las mutaciones mas frecuentes y prevalencia de FQ en Uruguay

[52,53,54,55].

Con el fin de conocer mas acerca de las mutaciones mas frecuentes en nuestro pais, se analizé
la historia clinica de 69 pacientes no relacionados que fueron derivados al IGM para realizar el
estudio molecular del CFTR por un probable diagndstico de FQ. El IGM es un centro de
diagnédstico de enfermedades genéticas de Uruguay que concentra un importante nimero de

estudios moleculares del CFTR de nuestro pais.

En funcién de la presentacidn clinica, los estudios funcionales del CFTR y las mutaciones
causantes de enfermedad encontradas en el gen CFTR, los individuos analizados fueron
clasificados en FQ, Disfuncion del CFTR/FQ no cldsica, Inconcluso o FQ poco probable segun el
algoritmo diagndstico reportado por De Boeck et al. (Figura 5) [5]. Este criterio de clasificacion
no incluye en el diagndstico de FQ a los individuos con resultado de test del sudor normal o
umbral. Este criterio fue elegido con el fin de ser exigentes en el diagndstico de la enfermedad.
Al ser estrictos en el diagndstico y no incorporar individuos con resultados del test del sudor
umbral o normal, se evita la inclusién de fenotipos clinicos similares a FQ, los cuales pueden
tratarse de otra entidad clinica, y por consiguiente afectar los valores de frecuencia de

mutaciones causantes de FQ.

En el IGM se encuentran a disposicidon dos estrategias de andlisis molecular del CFTR: la
secuenciacién parcial del gen, que busca las mutaciones mas frecuentes en la poblacién
mundial (aproximadamente 104, que corresponden al 92% de las mutaciones causantes de
enfermedad), y la secuenciacidon completa de todos los exones del gen y limites exon/intrén.
Dado que la secuenciacion del ADN permite ver no sélo variaciones vinculadas a la
enfermedad, sino también cambios de consecuencias clinicas desconocidas o variantes sin
consecuencias clinicas, las mutaciones identificadas fueron clasificadas como “causantes de
enfermedad”, “variaciones de secuencia de funcionalidad desconocida” y “sin consecuencias

clinicas”, de acuerdo a la base de datos CFMDB y bibliografia disponible [30,12].
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Como se puede ver en la Tabla 6, la mayoria de los individuos presentaron diagnéstico de FQ,
tres pacientes fueron diagnosticados con el Desorden Asociado al CFTR, AVD, veinticinco
individuos fueron clasificados como “FQ poco probable”, habiendo presentado en la mayoria
de los casos concentraciones de cloruro en el sudor en el rango normal. Finalmente, diez
individuos fueron asignados con diagndstico “Inconcluso” (con concentraciones de cloruro en
el sudor en el rango umbral) al no disponerse de suficientes herramientas diagndsticas para

poder confirmar o excluir FQ.

Tabla 6. Clasificacidn diagndstica de los 69 pacientes estudiados

. . . Test del sudor
Diagnostico MNro de pacientes .
{mmal /L)
FQ 31 > 60
Disfuncién de CFTR T
FQ Poco Probable 25 <40
Inconcluso 10 A0<T <60

Al analizar todas las poblaciones clinicas, encontramos una variabilidad en los resultados del
Test del Sudor (ver mas adelante en detalle en la tabla de cada poblacién): en algunos
individuos con diagndstico de FQ se presentaron valores por debajo del rango patoldgico, si
bien claramente estos valores no se corresponden con las otras concentraciones halladas para
el mismo individuo. Esta situaciéon se presenta de forma analoga para individuos con
concentraciones de cloruro en el sudor en el rango umbral (grupo Inconcluso) que presentaron

por Unica vez valores en la region patoldgica.

Dado que este estudio se trata de el gold standard para el diagndstico de FQ, distintos centros
de diagndstico especializados publican periddicamente guias para su correcto procedimiento
[66]. Segun éstas, falsos negativos o positivos pueden ser causados por una estimulacion
inadecuada del sudor, almacenamiento y recoleccion inadecuados de la muestra, cantidades
inadecuadas de sudor, errores técnicos y, ocasionalmente, malinterpretacién de los
resultados. Los aspectos técnicos detras del estudio son demandantes y estos errores ocurren
mas frecuentemente en instituciones que realizan este estudio de forma periddica,
usualmente no en concordancia con las guias publicadas [67]. Todo esto insiste en la
importancia de realizar varios estudios de determinacién de cloruro en el sudor para la

evaluacion diagnéstica, tal como lo sugieren los algoritmos diagndsticos de FQ [5].
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4.1.1Individuos diagnosticados con Fibrosis Quistica

La FQ es una enfermedad caracterizada por manifestaciones pulmonares y pancreaticas y por
concentraciones de cloruro en el sudor que reflejan la disfuncién del CFTR. En este trabajo se
identificaron 31 individuos con concentraciones de cloruro en el sudor consistentemente por
encima de 60 mmol/L lo que, junto con manifestaciones clinicas vinculadas con FQ, establecen

el diagndstico de la enfermedad [12, 5].

Segun la prevalencia reportada por Cardoso et al. (1/9600), serian 350 los individuos afectados
en nuestro pais [53]. Sin embargo, al considerar que serian 98 los individuos afectados con FQ
registrados en Uruguay, podemos afirmar que este trabajo ha cubierto aproximadamente un

tercio de la poblacion afectada y registrada de nuestro pais [51].

Distintas causas pueden explicar esta inclusién parcial de los individuos con FQ del Uruguay. En
primer lugar, dado que el estudio molecular no es imprescindible para establecer el
diagndstico de FQ en aquellos individuos con la presentacién cldsica, en muchas instituciones,
no se les realiza el estudio genético una vez confirmado el diagndstico por el Test del Sudor.
Estos individuos no pudieron ser alcanzados por este estudio. Ademads, otros centros de
nuestro pais realizan el estudio molecular del CFTR, informacién a la cual tampoco se tuvo

acceso.

Otra posible explicaciéon es la eleccidén de criterios de diagndstico estrictos (adaptados de De
Boeck et al.) para FQ. Vale mencionar en este sentido que varios individuos referidos al IGM
con diagndstico o para confirmacion diagndstica de FQ, no pudieron ser diagnosticados al
aplicar el algoritmo utilizado, y fueron clasificados en las categorias Inconcluso o FQ Poco
Probable (Figura 5). A su vez, una importante fraccién de los pacientes derivados al IGM no
pudieron ser incorporados en este estudio, al no presentar suficiente informacién que nos
permitiera clasificarlos apropiadamente (esto explica, de forma parcial, la incorporacién de 69

de los 172 individuos con estudio molecular realizado en el IGM).

Tal como se reporta en la bibliografia, pacientes con FQ pueden o no presentar compromiso en
la funcionalidad del pancreas [12]. De los 31 pacientes diagnosticados con FQ, dieciséis
presentaron un compromiso pulmonar con insuficiencia pancreatica (FQ-IP), mientras que
once presentaron suficiencia pancredtica (FQ-SP). En dos de los cuatro individuos restantes
(pacientes 1 y 14), se pudo establecer diagnéstico de FQ por el hallazgo de dos mutaciones
“severas” causantes de enfermedad en el CFTR, si bien no se pudo obtener informacién clinica
y paraclinica. El paciente 29 fue diagnosticado por el programa de Pesquisa Neonatal donde, al

encontrar valores elevados de tripsina inmunoreactiva, y test del sudor por encima de 60



52

mmol/L, recurrieron al estudio molecular del CFTR. Al momento del estudio, el paciente no
presentaba aun sintomas de la enfermedad. Del individuo restante (paciente 31), no se
pudieron obtener datos mas precisos de las manifestaciones clinicas. Sin embargo, se lo
incorpord en esta categoria al ser referido al IGM por el médico tratante con el dato clinico
“Fibrosis Quistica diagnosticada por Test del Sudor positivos”. La Tabla 7 muestra la
presentacién clinica de los individuos diagnosticados con FQ, indicando en cada caso si

presentd afectacién pancredtica (en rojo) o no (en verde).

Tabla 7. Pacientes diagnosticados con FQ. Se indica el fenotipo clinico, test del sudor y genotipo del CFTR

L206W / c.2079delT clase Il / clase |

s | 4 | om0 | >60 | Parcial | R33AW / + clase IV / -—

3 + > 60 Parcial R334W / + clase IV / —
9 11 62-40- 88 Completa +/+ e -
10 ) 40-67-75 Completa +/+ o -

pFS08del/ pFS08del clase Il / clase I

Parcial clasel f—
Completa

Parcial

Parcial clase IV / —

Parcial —f—
Completa —

29 no no > 60 Completa pF508del/ pF508del clase Il / clase Il
30 + no 50-89-72 Completa +/+ .
31 ? ? > 60 Parcial GS576A [+ clase V / —-

*En algunas situaciones no se pudo acceder a la informacién y se indica “?”, en otras, la historia clinica afirmaba
“Tests del sudor positivos”, y no se pudo acceder a la concentracidn de cloruro, por lo que se indica “>60”. En el
genotipo, se indica “+” cuando no se encontraron mutaciones con el estudio molecular realizado.

A excepcion de la mutacion ¢.2079delT, todas las mutaciones encontradas en individuos con
FQ fueron previamente descriptas. En las mutaciones R1162X y G542X, el cambio nucleotidico
generado produce un coddn de terminacion, lo que las clasifica como mutaciones de clase I. La
mutacion c.1A>G, si bien no genera un coddn de terminacidn, elimina el codén de inicio, por lo
que la tasa de produccidn de proteina debe ser muy baja también, y podria ser catalogada en
esta clase. pF508del, N1303K y L206W al causar una maduracién defectiva de la proteina y
degradacion prematura, son clasificadas en la clase Il; mientras que R334W produciria un

defecto estructural en el canal, con una conductancia de cloruro defectiva (clase 1V). A455E,
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2789+5G>A y G576A generan un defecto en el corte y empalme, presentando un numero

reducido de transcriptos de CFTR (clase V).

El andlisis de la presentacion clinica de pacientes con FQ y su distincién en las formas con
insuficiencia y suficiencia pancreatica evidencid correlaciones entre el fenotipo clinico, es
decir, la presencia de problemas pulmonares e insuficiencia pancreatica, con la severidad de
mutaciones en el CFTR y la concentracién de cloruro en el sudor. Estas se detallan a

continuacion.

Correlacion manifestaciones clinicas — concentraciones de cloruro en el sudor

La gran mayoria de los individuos con manifestaciones FQ-IP (con concentraciones de cloruro
conocidas) presentaron valores del test del sudor cercanos a 100. De forma andloga, pacientes
con FQ-SP, presentaron concentraciones de cloruro en el sudor levemente mayores a 60

mmol/L (Tabla 7).

La Figura 10 muestra la distribucién de la concentracién de cloruro en el sudor para pacientes
con fenotipos FQ-IP y FQ-SP. Se puede ver que el promedio de concentraciones de cloruro en
el sudor para individuos con FQ-IP se encuentra por encima de 96 mmol/L, mientras que para
individuos con FQ-SP, se encuentra levemente por encima de 60 mmol/L. De esta manera,
claramente pueden evidenciarse dos poblaciones de concentraciones de cloruro en el sudor en
funcién de la presentacion clinica. En este diagrama se identifican los valores considerados
como “outliers” dentro de cada poblacidn: éstos se corresponden con los dos valores de
concentracién de cloruro discordantes de cada poblacidn (paciente 7 de la poblacién FQ-IP y

paciente 22 de la poblacidn FQ-SP, ver mas adelante).

La correlacién hallada entre manifestaciones clinicas y la concentracién de cloruro en el sudor
ha sido reportada en la bibliografia [68, 69]. Esta correlacion es esperable si consideramos que
si bien las glandulas sudoriparas no son afectadas en FQ, su funcidon es un reflejo de la
conductancia de cloruro. Por consiguiente, propiedades funcionales distintas del CFTR
deberian presentar consecuencias diferentes en la regulacion de cloruro en los 6rganos donde

CFTR es expresado.
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Figura 10. Diagrama de Box-plot para la distribucion de las concentraciones de
cloruro en el sudor para pacientes con FQ-IP y FQ-SP. En cada poblacion, se
muestra el primer cuartil, la mediana y el tercer cuartil (barras horizontales,
de abajo a arriba). Se identifican los maximos y minimos de cada poblacion, y
los puntos asignados como outliers (circulos).

Algunos individuos presentaron resultados en conflicto con las tendencias generales. En primer
lugar, el paciente 7, con clinica FQ-IP pero con dos resultados de concentracion de cloruro en
el sudor muy desiguales: 34 mmol/L y de 97 mmol/L. Frente a estos resultados, dos factores
deben ser considerados: el correcto procedimiento en el estudio del test del sudor y un cambio
de la concentracion a lo largo del tiempo. De cualquier manera, el hallazgo de las mutaciones
severas G542X y R1162X hace pensar que el valor mas elevado esté representando la

concentracion real de cloruro en el sudor en este paciente.

Por otra parte, el individuo 17, con fenotipo FQ-IP presentd concentraciones de cloruro en el
sudor levemente por encima de 60 mmol/L. En este sentido, la clasificacion asignada para el
individuo 17 puede ser controversial. Este paciente presentd valores normales de grasa en
materia fecal de acuerdo a un estudio de Van de Kamer realizado afios atras, lo que sugeriria
una funcionalidad pancredtica normal. Sin embargo, al momento de la consulta, el paciente se
encontraba en tratamiento con enzimas pancreaticas, hecho que motivé su clasificacién en el
fenotipo FQ-IP. Por consiguiente, puede haber sido clasificado erroneamente, y pertenecer al
grupo FQ-SP. Esto seria concordante con el leve aumento de cloruro en el sudor (61 mmol/L), y

con el hallazgo de una sola mutacion.

Consideramos la posibilidad que el individuo 17 sea heterocigota para una mutacion causante
de FQ y que presente sintomas de la enfermedad. Individuos heterocigotas para pF508del

presentarian concentraciones de cloruro en el sudor, si bien significativamente diferentes a la
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poblacion general (14.9 +/- 8.4 mmol/L frente a 10,6 +/- 5.2 mmol/L), en el rango normal [67].
Esto nos permite descartar que su fenotipo sea explicado por la mutacién pF508del en estado

de heterocigosis.

El individuo 22 presentd concentraciones de cloruro en el sudor de 123 mmol/L, aunque no
presentaria manifestaciones pancreaticas. Dado que presenta un Unico resultado del test del
sudor, el primer paso a seguir seria la repeticidon del estudio, de acuerdo al algoritmo aplicado

para poder confirmar su situacién diagnéstica.

Correlacion manifestaciones clinicas — mutaciones en el CFTR

Al comparar las dos presentaciones de la enfermedad, puede evidenciarse claramente la
definicidn diferencial del genotipo: en todos los individuos con fenotipo FQ-IP, excepto los
pacientes 17 y 25, se identificaron dos mutaciones en el gen, mientras que en ninguno de los
individuos con fenotipo FQ-SP se lograron identificar dos mutaciones en la secuenciacion

parcial, o en algunos casos incluso luego de la secuenciacion completa del CFTR (Tabla 7).

A su vez, también se encontré una distribucién de mutaciones segun la presentacién clinica:
las mutaciones pF508del, N1303K, G542X, R1162X definidas como “severas” (clases I-lll) se
encuentran distribuidas casi exclusivamente en individuos con fenotipo FQ-IP (Tabla 7). Sélo el
paciente 19 del subgrupo con fenotipo FQ-SP, que no presentaria al momento de la consulta
sintomas digestivos, es portador de la mutacion severa G542X, si bien no se encontré otro
alelo causante de enfermedad en la secuenciacién parcial del gen. La mutacién 2789+5G>A

(clase V) también se encontré en individuos con fenotipo FQ-IP.

En general, pacientes homocigotas para mutaciones severas presentan un fenotipo asociado a
insuficiencia pancredtica, aumento de la frecuencia de ileo meconial (obstruccion al
nacimiento del intestino delgado/o grueso con la primera excrecién de materia), mortalidad
prematura, mayor incidencia de malnutricion y enfermedad hepatica severa. Las mutaciones
leves (clases IV-VI) se encuentran generalmente asociadas con una edad de muerte mas
avanzada y suficiencia pancreatica. También se evidencid que estos cambios de consecuencias
mas leves se manifiestan por lo general de forma dominante frente a mutaciones severas
(clases I-lll), por lo que individuos heterocigotas para ambos tipos de mutaciones presentarian

fenotipo SP [70].

Sin embargo, en el subgrupo FQ-IP se encontraron mutaciones de clase IV-V. Los individuos 12,

13, 15, 25y 26, presentaron las mutaciones R334W, 2789+5G>A y A455E (Tabla 7).



56

El individuo 26 presenta el genotipo pF508del / 2789+5G>A. Vale aclarar que si bien la
mutacion 2789+5G>A estd clasificada como clase V, el defecto en el corte y empalme da lugar
a s6lo un 4% de transcriptos funcionales, lo que generaria deficiencias severas de la
conductancia de cloruro [12]. Se ha reportado que un 5-10% de actividad de CFTR funcional es
necesaria para evitar una enfermedad severa [71,72]. Por consiguiente, dado el bajo numero
de transcriptos funcionales, queda clara la severidad de esta mutacion, coherente con la

presentacién FQ-IP del paciente.

El individuo 13 presenté manifestaciones clinicas de FQ-IP, si bien su genotipo (A455E / 2789+5
G>A) presentaba la mutacidon de consecuencias leves A455E. Esta presentacion clinica hace
pensar que la haploinsuficiencia consecuencia de la mutacién severa 2789+5 G>A y del alelo
A455E determind que la funcionalidad residual no sea suficiente para evitar la enfermedad
pancreatica. En apoyo a esta idea, se ha reportado el seguimiento de pacientes con FQ con el
alelo A455E y otra mutacién causante de enfermedad quienes, si bien inicialmente
presentaron fenotipo SP, desarrollaron insuficiencia pancredtica en estados mas tardios de la
enfermedad [73]. Desconocemos la edad en la que el individuo 13 comenzd con

manifestaciones pancreaticas, pero al momento de la consulta presentaba 11 afios de edad.

En cuanto al individuo 25 con genotipo R334W / +, su clinica de FQ clasica y los valores
elevados de cloruro en el sudor (101 — 124) mmol/L, confirman el diagndstico, por lo que
deberia encontrase otra mutacién causante de enfermedad luego de la aplicacién de otras
herramientas de busqueda de mutaciones en el CFTR. R334W, si bien esta generalmente
asociada a fenotipo SP, puede presentarse también en individuos con IP [12]. Esta asociacion
explica claramente también el fenotipo de los individuos 12 y 15, ambos portadores del

genotipo pF508del / R334W.

Individuos con FQ sin mutaciones en el CFTR

En cuatro de los individuos con fenotipo FQ-SP y en dos de los individuos con fenotipo FQ-IP se
encontrd una Unica mutacién luego de la secuenciacién parcial de CFTR. Si bien la elevada
concentracién de cloruro en el sudor es herramienta suficiente para establecer el diagndstico,
seria interesante en estos individuos poder secuenciar de forma completa la secuencia
codificante de CFTR. Dado el fenotipo y los valores de cloruro en el sudor, el diagndstico de FQ

queda establecido, por lo que esperariamos encontrar otra mutacién causante de enfermedad.

Luego de la secuenciacion completa de la regidn codificante y limites exdn-intrén del CFTR, en
cinco individuos con fenotipo FQ-SP no se encontraron mutaciones causantes de enfermedad.

Segun el algoritmo diagndstico de De Boeck et al., lo primero que deberia considerarse en esta
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situacién es la posibilidad de un falso positivo en el estudio del test del sudor [5]. Cuatro de los
cinco individuos presentan mas de un resultado de este estudio, lo que hace pensar como

poco probable esta situacion.

La ausencia de mutaciones en el CFTR luego de la secuenciacion completa del gen en pacientes
con FQ es posible. Segun el Consenso Europeo de FQ, el 1-5% de alelos del CFTR no son
detectados en la secuenciacidn total de la secuencia codificante y limites exdn/intron del gen
[12]. Este estudio no permite identificar mutaciones en CFTR en regiones regulatorias

encontradas distantes del gen, o en las secuencias no codificantes del mismo.

Si bien el fenotipo encontrado puede ser causado por una disfuncién del CFTR y que los alelos
no hayan sido identificados aun, llama la atencidén que esta escasa definicién del genotipo fue
de forma casi exclusiva para individuos con manifestaciones sin compromiso pancreatico y

concentraciones de cloruro en el sudor levemente por encima de 60 mmol/L (Tabla 7).

Es posible que su fenotipo sea explicado por genes distintos al CFTR que causen una
enfermedad clinicamente indistinguible de FQ. En una familia alemana, ninguna mutacion
pudo ser identificada en ambos genes de CFTR de un paciente con FQ, mientras que su
hermana, quién habia heredado los mimos alelos, no era afectada [74]. En dos familias
estadounidenses, cada una con dos hijos afectados, ninguna mutacién pudo ser encontrada en
ninguno de los nifos y en ambos casos, los hermanos habian heredado los mismos alelos del

CFTR [75].

La FQ esta caracterizada no sélo por una deficiencia de secrecién de cloruro, sino por un
aumento en la absorcién de sodio en la via aérea. El transporte de sodio estd mediado por el
canal de sodio epitelial (ENaC), el cual estd compuesto de tres subunidades SCNN1A, SCNN1B y
SCNN1C. En ratdn, la sobreexpresién de SCNN1B resulta en un aumento de absorcién de sodio
y una enfermedad pulmonar similar a FQ [76]. Hay evidencias que mutaciones en SCNN1B
pueden generar una enfermedad pulmonar en una pequefa fraccidn (cerca del 10%) de
pacientes con FQ en los que una mutacion en el CFTR no pudo ser encontrada en ambos genes
[76]. Los factores genéticos que causan FQ en otros pacientes permanecen sin conocerse aun

[12].
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4.1.2 Estimacion de las mutaciones mds frecuentes en FQ en Uruguay.

De los 31 individuos diagnosticados con FQ, se muestra a continuacién la distribucién de las

mutaciones halladas:

Tabla 8. Distribucidon de mutaciones en pacientes diagnosticados con FQ.

. . Efecto en . . Numera de Frecuencia de
Cambio nucleotidico : Exén / Intrén
proteina alelos alelos (%)
c.1521 1523delCTT p.F508del Exan 11 19 30,6
c.1000C-T R334W Exdn 8 [ 9,7
c.1624G=T G542X Exdn 12 5 8,1
c.3848C>T R1162X Exon 22 2 3,2
c.3909C>G N1303K Exon 24 2 3,2
c.2657+5G=A 278945 G=A Intron 16 2 3,2
c.bl7T=G L206W Exon 6 1 1,6
c.2079delT p.Phe693LeufsX29 Exdn 14 1 1,6
clh=G | Exdn 1 1 1,6
c.1364C=A A455E Exdn 10 1 1,6
c.1727G=C G576A Exdn 13 1 1,6
desconocida @ | @@ -— | 21 33,9
Total | @ — | 62 100,0

Otras mutaciones reportadas en la base de datos CFMDB o asignadas por el Consenso Europeo
de FQ como “sin consecuencias clinicas” fueron encontradas también en pacientes con FQ:

M470V, P1290P, ¢.869+11C>T, c.1393-61A>G, ¢.2989-93A[12_13] y ¢.3367+37G>A [12,51].

El andlisis de las mutaciones causantes de enfermedad mas frecuentes entre pacientes con FQ
evidencié a la mutacién pF508del con mayor frecuencia, representando el 30,6% de los
cromosomas analizados, mientras que las mutaciones restantes alcanzaron un porcentaje
cumulativo de 35,5%. De esta manera, las técnicas aplicadas permitieron determinar el

genotipo del CFTR en el 66% de los cromosomas de los individuos afectados.

Esta tasa de deteccidn se encuentra por debajo de las encontradas en otras poblaciones
heterogéneas, como es la de Uruguay. En Europa del Sur, en Espafia e Italia se han detectado
el 90% de los alelos [77,78]. En paises latinoamericanos como Méjico y Brasil, se alcanzaron
porcentajes de deteccion de 74% y 72%, respectivamente [79,80]. Finalmente, en un estudio
Argentino que se analizaron 440 cromosomas de individuos con diagndstico de FQ, se alcanzé

una tasa de deteccion de mutaciones de 83,45%.

La tasa de deteccidn mas baja obtenida puede ser explicada por un espectro mas estrecho de
técnicas de biologia molecular que no permiten conocer todos los alelos causantes de
enfermedad. Sin embargo, de los 21 alelos sin mutaciones encontradas en este trabajo, 10

(que se corresponden con el 16% de los alelos analizados) fueron sometidos a la secuenciacion
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completa de la secuencia codificante y limites exdn/intron del gen. En el caso de sostener la
disfuncidon del CFTR como causa del fenotipo, los alelos desconocidos pueden tratarse de
mutaciones en la regién promotora del CFTR, o en secuencias intrénicas. También debemos
considerar grandes deleciones que, en caso de encontrarse en estado heterocigota, no pueden
ser detectadas por técnicas de PCR. De hecho, los re-arreglos intra-génicos en el CFTR, es decir

grandes inserciones o deleciones del gen, se corresponden con el 1-3% de mutaciones [12].

Andlisis de resultados en relacion a antecedentes de FQ en Uruguay.

El estudio mas extenso de busqueda de mutaciones en pacientes con FQ en Uruguay es el de
Luzardo et al., quienes analizaron un conjunto de 52 individuos con sospecha diagndstica de
FQ. Tal como se muestra en la Tabla 9, este estudio logré identificar mutaciones en un nimero
comparable de alelos al alcanzado en nuestro trabajo. La mutacién pF508del se encontré, al
igual que en este trabajo, como el alelo de mayor frecuencia, aunque con un valor distinto.
Otros alelos causantes de enfermedad presentaron frecuencias relativas diferentes. La Tabla 9
muestra las frecuencias de mutaciones halladas en este estudio, comparandolas con la

frecuencia obtenida en el estudio de Luzardo et al. [52].

Tabla 9. Mutaciones mds frecuentes en FQ de Uruguay

.. Frecuencia | Frecuencia (%) segun
Mutacién
de alelos (%) | Luzardo y cal, 2002
p.F508del 30,6 40,2
R334W 9,7 1,9
G542X g1 5,7
R1162X 3,2 2,9
MN1303K 3,2 2,9
2789+5 G=A 3,2 2,0
L206W .6 | 00 -
c.2079delT .6 | 0 -
C.1A>G .6 | 0000 -
AAS5E s | 0 -
G576A .6 | 00 -
desconocida 33,9 28,9

*Datos obtenidos de [52].

La mutacidon R334W alcanzé una frecuencia de 9,7 % en los pacientes con FQ analizados en
este trabajo, mientras que en el estudio de Luzardo et al. alcanzé una frecuencia de 1,9%. El
alelo G542X si bien presentd diferencias en las frecuencias individuales, se corresponde en
ambos estudios con uno de los mas frecuentes luego de pF508del. Los alelos R1162X, N1303K

y 2789+5 G>A, alcanzaron en ambos estudios frecuencias comparables.

Las diferencias observadas pueden atribuirse a distintos factores. En primer lugar, las

condiciones de diagndstico de FQ fueron distintas: en el estudio de Luzardo, los pacientes
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fueron incluidos al presentar manifestaciones pulmonares y/o digestivas, con resultados de
test del sudor por encima de 60mmol/L, en el rango 40-60mmol/L o incluso por debajo del
mismo [52]. A su vez, en el estudio de Luzardo et al., el 27% de los pacientes analizados
presentaban FQ-SP, mientras que en este trabajo el 35% de los individuos diagnosticados (y
clasificados de acuerdo a la manifestacion pancreatica) presentaron suficiencia pancreatica. De
esta manera, los grupos analizados en ambos estudios parecen diferir en las contribuciones

relativas de las distintas presentaciones de FQ.

Las diferencias encontradas también pueden ser parcialmente explicadas por las distintas
metodologias aplicadas: en el estudio de Luzardo se identificaron los alelos G85E y R75Q (con
frecuencias de casi 3% y 2%, respectivamente), los cuales no son evidenciados en el primer
paso del estudio molecular aplicado en este trabajo, ya que se encuentran en el exén 1 (ver
materiales y métodos 3.1.1). La mutacidn R74W, se encuentra en la misma situacién. De igual
manera, es posible que mutaciones encontradas en este estudio no hayan sido evidenciadas

con la metodologia utilizada por Luzardo et al.

Es interesante evaluar las asociaciones establecidas para algunas de las mutaciones
encontradas en el estudio uruguayo previo. R74W y D1270N halladas por Luzardo et al., son
consideradas, segun el Consenso Europeo de FQ, como causantes de Desdérdenes Asociados al
CFTR. Esta consideracion es interesante, dados los criterios clinicos y paraclinicos utilizados en
dicho estudio para definir la poblacion problema, mas inclusivos de los considerados en este
trabajo. Otro aspecto interesante es que, segun el Consenso Europeo de FQ, la mutacién R75Q
encontrada con una frecuencia de 2% en los pacientes analizados en el estudio previo, no
tendria consecuencias clinicas [12]. Esto evidencia el avance en el conocimiento de los efectos
de mutaciones en el tiempo entre ambas publicaciones (estudio de Luzardo et al. del afio

2002, mientras que el Consenso fue publicado en el afio 2008).
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Andlisis de resultados en relacion con antecedentes de FQ en la regién y el mundo.

Las mutaciones causantes de FQ vy las frecuencias relativas obtenidas en este trabajo, difieren
de las descriptas en otros paises latinoamericanos. Si bien pF508del es significativamente mas
frecuente que otras mutaciones causantes de enfermedad, su prevalencia es relativamente

menor que en otras poblaciones.

La frecuencia de pF508del varia en individuos afectados de distintos paises de Latinoamérica.
En Brasil, se presentaria en un 48,4%, en Chile, en el 29,2%, y en Méjico en el 39% [79,81,82].
Finalmente en Argentina, en el 58,6% de los alelos de pacientes con FQ se identificd pF508del
[83]. También observamos diferencias en la distribucién y la frecuencia de mutaciones
distintas de pF508del entre individuos uruguayos y pacientes argentinos: mientras que en el
estudio de Visich et al., 19 mutaciones explican el 20,44% de alelos en el CFTR, en nuestro
estudio 5 mutaciones (R334W, G542X, R1162X, N1303K, 2789+5G>A), explican el 27,4% de los

alelos causantes de enfermedad [83].

Dada la gran contribucién Caucasica en nuestra poblacidn, es interesante conocer también las
frecuencias de mutaciones en paises de donde nuestra poblacién es originaria [55]. En Espaia
pF508del se encontraria en el 51.74% de los alelos, G542X en 7.69%, N1303K en 2.92%,
mientras que otras de las mutaciones encontradas en este estudio se presentarian con
frecuencias entre 1-2% [84]. En Italia, pF508del representa el 51,07% de los alelos mientras
gue otras mutaciones serian menos frecuentes (N1303K en 4,84%, G542X en 4,83% y R1162X
en 2,42% de los alelos) [77]. Si bien las mutaciones mas frecuentes encontradas en nuestro
trabajo (pF508del, R334W, G542X, R1162X, N1303K) se encuentran como frecuentes en ambas

poblaciones, las frecuencias individuales difieren.

Una posible explicacién a las diferencias en la composicién de las mutaciones encontradas en
relacidn a paises de la region y europeos, es la heterogeneidad de la poblacién uruguaya, la
cual es distinta a otros paises de Latinoamérica. De esta manera, una composicién étnica
particular de nuestra poblacidon podria determinar frecuencias de alelos causantes de FQ

especificos para la poblacién uruguaya.
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Estimacion de frecuencia de mutaciones a partir del andlisis exclusivo de poblacién FQ-IP
Con el fin de evaluar si estas diferencias en los resultados podrian ser también producto de
una interferencia causada por el fenotipo FQ-SP (el cual en muchos casos no fue confirmado
por mutaciones en el gen), decidimos analizar la distribucidon de mutaciones exclusivamente en
individuos con presentacion de FQ-IP. Incorporamos en este andlisis el genotipo de los

individuos 14 y 29, quienes, al ser homocigotas para pF508del, presentaran clinica de FQ-IP.

Tabla 10. Distribucion de mutaciones en pacientes con FQ-IP.

. L Efecto en : : Namero de Frecuencia de
Cambio nucleotidico . Exan / Intran
proteina alelos alelos (%6)
€.1521_1523delCTT p.F508del Exon 11 19 52,8
c.1624G>T G542X Exon 12 4 11,1
c.1000C=>T R334W Exon 8 3 8.3
c.3848C>T R1162X Exdn 22 2 5.6
c.3909C=G N1303K Exdn 24 2 5.6
c.2657+5G>A 2789+5 G=A Intrdn 16 2 5,6
clA-G6 | Exon 1 1 2,8
c.1364C>A A455E Exon 10 1 2,8
desconocida @ | @00 — | @ 2 5,6
Total | = — | 36 100,0

Como puede verse en la Tabla 10 la distribucién de mutaciones vinculadas a FQ cambia
considerablemente cuando restringimos nuestro andlisis a individuos con presentacién clasica
de la enfermedad. Ahora, la tasa de deteccion de mutaciones es del 94,4%, nimero que
incluso puede incrementarse, ya que en estos individuos se realizdé secuenciacién parcial del
gen. Este cambio importante en la distribucidn era esperable, ya que la contribucién de alelos

no identificados era significativa por parte de la poblacidon FQ-SP.

Luego de esta restriccidon en el analisis, la frecuencia de pF508del se acerca alin mas a las
encontradas en paises de la regién y en ltalia y Espafa. Sin embargo, otras mutaciones
alcanzan valores bastante elevados en comparacién con otras poblaciones. Es posible que al
extender este estudio a una poblacion mayor de individuos afectados, las frecuencias

individuales de estas mutaciones disminuyan y aparezcan otras con frecuencias similares.

Consideramos relevante presentar los resultados obtenidos a partir del andlisis exclusivo de
este grupo. Si bien en este estudio se consideraron criterios estrictos de diagndstico de FQ, y
no se incluyeron individuos con resultados de concentraciones de cloruro en el sudor por
debajo de 60 mmol/L, dado que no se hallaron mutaciones en el CFTR en varios casos, es
posible que algunos individuos diagnosticados como FQ-SP, se traten de individuos afectados

con FQ no clasica o incluso con otra entidad clinica.
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Los resultados alcanzados se encuentran influenciados por las particularidades del proceso
diagndstico de FQ en Uruguay, donde muchos de los individuos derivados para estudio
molecular, no presentaron valores de test del sudor positivos e individuos con concentraciones
de cloruro en el sudor por encima de 60 mmol/L, en algunas situaciones, no son estudiados a
nivel molecular. A su vez, se evidencia el impacto en el diagndstico de no disponer del estudio
de funcionalidad de Diferencia de Potencial Nasal, lo que dificulta poder vincular al fenotipo
clinico a una disfuncién del CFTR. Estas dificultades en el proceso diagndstico sumado a los
criterios estrictos de clasificacidn utilizados en este trabajo determinaron que el nimero de

individuos alcanzado no se acerque a la totalidad de individuos reportados con FQ en Uruguay.

Sin embargo, el andlisis de la presentacion clinica, paraclinica y molecular reproduce
correlaciones previamente reportadas. Ademads, la distribucién y la tasa de deteccién de
mutaciones en individuos con manifestaciones FQ-IP se acerca a las descriptas a nivel regional
y mundial, lo que nos permite concluir que los resultados obtenidos representarian la

distribucidon de mutaciones causantes de FQ en Uruguay.

Tal como lo sugiere el Consenso Europeo de FQ, es fundamental determinar las frecuencias de

las mutaciones de FQ en cada poblacidn, y poder ofrecer herramientas de diagndstico

molecular en funcién de las mismas [12]. Este analisis reveld a las mutaciones pF508del,
G542X, R334W, R1162X, N1303K y 2789+5 G>A, como las mas frecuentes entre los individuos
afectados con FQ de Uruguay. Estas mutaciones deben ser incluidas en el disefio de cualquier
sistema de deteccidn para el diagndstico de FQ en nuestro pais, para obtener al menos el 58%

de sensibilidad.

Consideramos que conocer mas acerca de la epidemiologia de FQ en nuestro pais, contribuira
al desarrollo de un algoritmo de diagndstico molecular apropiado a nuestra poblacidn. Esta
informacidn permitird optimizar la bdsqueda de mutaciones, lo que contribuird a ofrecer un
tratamiento adecuado, mejorando el prondstico y brindando asesoramiento genético en

familias afectadas, con una relevancia particular para la Pesquisa Neonatal de FQ en Uruguay.
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4.1.3 Pacientes sin confirmacion diagnéstica (“Inconcluso”)

Los pacientes en los que no se puede afirmar o excluir el diagndstico de FQ, fueron asignados
en la categoria de diagndstico “Inconcluso”. Estos se corresponden con individuos con un test
del sudor en el rango umbral (40-60), con una Unica mutacion identificada y una diferencia de

potencial nasal inconcluyente (Figura 5).

En el IGM, en general los estudios genéticos se solicitan para confirmar el diagndstico y realizar
asesoramiento genético y eventual diagndstico prenatal. La mayoria de los pacientes fueron
vistos por el equipo médico del IGM, y se registrd toda la informacién clinica y paraclinica. Sin
embargo, dado que los estudios paraclinicos son solicitados por el médico tratante, en varias
situaciones, la informacidn paraclinica disponible para los distintos pacientes no fue similar. De
igual manera, cuando en un paciente con sospecha clinica de FQ no se encontraron dos
mutaciones causantes de enfermedad en la secuenciacién parcial del gen, el equipo médico
del IGM sugiere extender el andlisis a la secuenciacion completa. No siempre la extensién de
este estudio fue realizada. De esta manera, cuando el algoritmo del diagndstico fue
interrumpido porque el paciente no fue estudiado en forma completa, y por consiguiente la
informacion disponible no es suficiente para definir su diagndstico, el caso fue también

asignado en la categoria “Inconcluso”.

Tabla 11. Pacientes clasificados como “Inconcluso”. Se indica el fenotipo clinico, test del sudor y genotipos del CFTR

Paciente Cllnlca. . Test del sudor (mmol/L) Estudio m?IeF}JIar Genotipo
Pulmonar Digestiva (secuenciacion)
1 N no 30-46-49 Parcial ++
2 Y no 61-40 Parcial ++
3 Y no 68 - 40- 49 Parcial L967S/+
4 3 A 52 Parcial ++
5 no A 51-52 Parcial ++
6 Y no 17-49-56 Parcial N1303K/+
7 no A 43 - 48 Parcial ++
8 \ \ 68 - 48 Parcial ++
9 Y no "concentracidn umbral” Parcial ++
10 \ no 51-54 Parcial +/+

En el genotipo, se indica “+” cuando no se encontraron mutaciones con el estudio molecular realizado. Para el
individuo 9 no se conoce el valor exacto de la concentracién de cloruro en el sudor, aunque fue especificado

Iu

por el médico tratante que presentaba “concentracion umbral” de cloruro en el sudor (valores en el rango 40<

T <60 mmol/L).

Como se puede ver en la Tabla 11, seis de los diez individuos en esta categoria presentaron
exclusivamente manifestaciones pulmonares, dos presentaron sélo manifestaciones digestivas
y dos manifestaciones en ambos sistemas. Vale aclarar que, de acuerdo al algoritmo aplicado,
si bien algunos pacientes presentaron concentraciones de cloruro en el sudor por encima de
60 mmol/L, este elevado valor se presentd en una Unica medicion, siendo las sucesivas

menores al punto de corte. Por consiguiente estos individuos no fueron clasificados como
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afectados con FQ, debiéndose continuar con el algoritmo para poder precisar su diagndstico

(Figura 5).

En ocho de los diez individuos no se encontraron mutaciones causantes de enfermedad en
ninguno de los alelos del CFTR. En el paciente 6 se encontrd la mutacién causante de
enfermedad N1303K (clase ll). Este nifio, con 6 afios al momento de la consulta, presentaba
multiples internaciones por infecciones respiratorias, aunque los tres resultados del Test del
Sudor fueron 17, 49 y 56 mmol/L. Sus tres primos tendrian FQ, dos de los cuales han fallecido.
El paciente 3 en esta categoria presentd una mutacién con consecuencias clinicas inconclusas,
L967S (ver mas adelante). También presentd varios cuadros bronco-obstructivos, y test del
sudor de 40-49 y uno de 68 mmol/L. En ambos pacientes es fundamental completar la

secuenciacion del gen CFTR.

Los individuos analizados presentan un fenotipo clinico muy similar a FQ no clasica: una
manifestacidén en al menos un sistema, y valores de test del sudor por encima de 40 mmol/L.
Estudios previos han reportado casos de individuos con un fenotipo similar a FQ sin
mutaciones en el gen. En el estudio de Groman et al. se evidencié que pacientes con una o
mas mutaciones en CFTR no podian ser distinguidos clinicamente de aquellos sin mutaciones:
el grado de afeccion en la glandula sudoripara, en el tracto gastrointestinal y del sistema

respiratorio fue similar entre los distintos casos [75].

En el caso de individuos con una sola mutacion identificada, es posible que presenten otro
alelo causante de enfermedad que no fue encontrado con la metodologia utilizada, lo que
confirmaria su diagndstico de FQ no clasica (Figura 5). Alternativamente, una Unica mutacion
en CFTR en combinacién con alelos especificos de otros genes y un ambiente desfavorable
podria producir este fenotipo. A su vez, (de igual manera que para los individuos con FQ sin
mutaciones en CFTR) es posible que factores distintos a la disfuncién del CFTR puedan
determinar el fenotipo clinico no clasico de FQ en los pacientes categorizados hasta el

momento como /nconcluso.

La experiencia de centros de diagndstico neonatal de FQ en Estados Unidos, indica que un nifo
con concentraciones de cloruro en el sudor de 40 mmol/L o mayores, tiene mayores
probabilidades de desarrollar sintomas vinculados con FQ, por lo que se ha sugerido que sean
ser evaluados clinicamente a intervalos de 6-12 meses, junto con la repeticion el estudio del
test del sudor hasta que el diagndstico sea claro [6,85]. A su vez, deberd completarse la

secuenciaciéon de la region codificante en todos los casos para poder considerar otras
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etiologias posibles. Si bien su diagndstico no pudo establecerse aun, el asesoramiento genético

es fundamental en ellos y en su familia.

4.1.4 Pacientes diagnosticados con AVD

De los pacientes referidos para realizar el estudio molecular del CFTR, tres individuos fueron
diagnosticados con el Desorden Asociado al CFTR, AVD al presentar azoospermia y ausencia de
los vasos deferentes, de acuerdo a lo referido por el médico tratante [17]. En dos de los tres
individuos se encontraron dos mutaciones causantes de enfermedad, portadores de los

genotipos: pF508del/c.1210-12 5T y 2789+5 G>A/c.1210-12 5T [12].

El hecho que se haya encontrado una mutacion causante de enfermedad de consecuencias
severas, junto con una mutacién de consecuencias mas leves en la proteina, es concordante
con resultados previamente reportados. El 88% de pacientes franceses con AVD y dos

mutaciones en CFTR, presentaron esta combinacidn en su genotipo [86].

Las mutaciones leves, serian de tipo IV o V, tal como lo es la mutacién IVS8-T5 (c.1210-12 5T).
Este alelo genera una reduccidn en la cantidad de proteina ya que el numero de residuos de
timina en el intrén 9 determina el salteado del exén 10, y transcriptos que carecen del mismo
fallan en madurar [87]. Se ha observado una variabilidad en el nimero de transcriptos
maduros entre individuos y entre tejidos, lo que explicaria la penetrancia parcial del alelo 5T
en pacientes con FQ [88]. El epitelio nasal presentaria un nimero de transcriptos madurados
correctamente del 6-37%, mientras que las células epiteliales del epididimo, el nivel de

maduracién seria mas bajo (6-24%).

En cuanto al tercer individuo, éste presentd el genotipo pF508del/R170C, donde la mutacion
R170C tiene consecuencias clinicas inciertas (ver mas adelante), por lo que desconocemos si
este cambio estd vinculado o no a su fenotipo. De no ser causante de enfermedad, se
mantiene el diagndstico ya que el 16% de los pacientes con AVD podrian presentar un Unico
alelo del CFTR causante de enfermedad y de acuerdo a la base de datos OMIM, la presencia de
una mutacién en el CFTR causante de FQ es suficiente para establecer el diagndstico [17, 86].

La Tabla 12 indica las mutaciones encontradas en individuos con AVD.

Tabla 12. Mutaciones encontradas en pacientes con AVD.

Mutacién Exdnfintron  Numero de alelos % alelos
pF508del Exon 10 2 33
278945 G=A  Intrén 16 1 17
R170C Exdn 5 1 17
£1210-12 5T Intrén 9 2 33
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Vale aclarar que ninguno de estos pacientes presentd sintomas de formas no clasicas de FQ,
refiriéndose su fenotipo Unicamente al compromiso reproductivo, y siendo el motivo de la
consulta clinica la infertilidad. La presentacidn clinica y el hallazgo de una mutacién causante
de enfermedad en estos individuos permite confirmar el diagndstico de AVD por disfuncién del

CFTR [17].

4.1.5 Pacientes con diagndstico poco probable de FQ

Veinticinco individuos fueron clasificados como “FQ poco probable”. Como puede verse en la
Tabla 13, la mayoria de los individuos presentaron valores de test del sudor por debajo del
valor considerado critico para el diagndstico de FQ. Sdlo tres individuos presentaron valores de
test del sudor en el rango umbral (40-60mmol/L). En estos individuos, la ausencia de
mutaciones causantes de enfermedad luego de la secuenciacion completa de las regiones
codificantes y limites exdon/intrén del CFTR permiten descartar la FQ como posible diagndstico

(Figura 5).

Tabla 13. Caracteristicas clinicas y de funcionalidad del CFTR de pacientes clasificados como “FQ Poco Probable”.

Numero de Pacientes Cllmc? . Test del sudor (mmol/L) i mc.)le.c'ular Genotipo
Pulmonar Digestiva (secuenciacion)
3 \ no A0<T<60 Completa ++
14 y no <20 | -
4 no \" o o N —
3 \ A <40 | |
1 no no <40 | e— | -

La mayor parte de estos pacientes (referidos con posible diagndstico de FQ), presentaron
Unicamente manifestaciones pulmonares, mientras que un nimero menor fue derivado por
manifestaciones digestivas o por afeccién en ambos sistemas (Tabla 13). Un paciente fue
derivado por parte del Programa de Pesquisa Neonatal al presentar dos reacciones de tripsina
inmunoreactiva elevadas, si bien el test del sudor realizado fue negativo y no presentaba aln
sintomas sugestivos de FQ. En ningln caso se encontraron mutaciones causantes de
enfermedad que permitan confirmar FQ. En la Tabla 13 no se aclara el estudio molecular ni el
genotipo, por simplificacién, ya que en cada grupo clinico hay individuos estudiados con una u
otra metodologia. A diferencia de los individuos con concentraciones de cloruro umbrales, no
es necesario estudiar el gen en los individuos con valores en el rango normal, ya que las bajas
concentraciones de cloruro en el sudor permiten considerar el diagndstico de FQ como poco

probable (Figura 5).

Deberdn proponerse diagndsticos diferenciales para poder definir la condicion de estos

individuos.
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4.1.6 Mutaciones de consecuencias clinicas desconocidas

En el IGM, la busqueda de mutaciones causantes de FQ se realiza por secuenciacion de la
secuencia codificante, por lo que es posible que se detecten mutaciones con efectos
desconocidos. De esta manera, se seleccionaron los cambios no claros aun a nivel funcional
gue podrian generar una alteracién en la proteina CFTR, y por consiguiente, tener relevancia
clinica [12,30]. Estas se trataron de las mutaciones L997F, L967S y Q1463H, halladas en
individuos con fenotipo clinico similar a FQ no cldsica, la mutacién c.2079delT, la cual se
encontré en un paciente con FQ y la mutacién R170C, hallada en un paciente con AVD

asociada al CFTR (Tabla 14).

Tabla 14. Mutaciones de funcionalidad desconocida en pacientes con sospecha clinica de FQ

Cambio de secuencia (ref cDNA) Fenatipo clinico Test del sudor Otras mutacionesregistradas

Adulto AVD. Asesoramiento preconcepcional por

¢.508C>T =R170C -
esterilidad conyugal

No realizado pF508del (heterocigosis)

Deposiciones diarreicas y detencién del

€.2991G>C = L997F . S o
crecimiento. Desnutricion cronica.

No realizado sin otras mutaciones

Nina de 9 afios. Broncoespasmos reiterados. Pautas
) . Test sudor 68. Tres tests de 40- . .
€.2900T>C = L9675 madurativas levemente retrasadas. Reflujo sin otras mutaciones

49
gastroesofagico.

€.2079delT = p.Phe693LeufsX29 FQ FALTA DATO L206W

11a. 28 internaciones por cuadros obstructivos ) .
€.4389G>T =Q1463H bronquiales Test del sudor 49 sin otras mutaciones

Con el fin de comprender mas los posibles efectos de estas mutaciones, se analizd la
informacidn clinica reportada de pacientes portadores de estos cambios en las bases de datos
CFMDB y en su segunda versidén, CFTR2, el Consenso Europeo de FQ, y bibliografia reportada
acerca de individuos portadores de estas mutaciones (Tabla 15) [40; 12,30]. Ademas, se
accedio a la herramienta online PolyPhen, la cual predice el posible impacto de una sustitucion
aminoacidica en la estructura y/o funcidon de proteinas humanas utilizando comparaciones

fisicas [89].

La prediccidon generada por Polyphen se basa en caracteristicas dependientes de la secuencia,
informacidn filogenética y estructural. Para una sustitucion aminoacidica determinada en una
proteina, PolyPhen extrae distintas caracteristicas basadas en la secuencia y estructura y les
asigna una probabilidad. Para establecer estas probabilidades, utiliza informacién reportada en
bases de datos proteicas como UniProtKB/Swiss-Prot, para evaluar la presencia de dominios
proteicos en la region de interés y Protein Data Bank, para conocer la estructura
tridimensional de la proteina o proteinas con identidad de secuencia mayor a 50%, que

puedan ser informativas para evaluar el efecto del cambio.
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De esta manera, PolyPhen asigna tres categorias en funcién del efecto posible del cambio:
Probablemente deletérea, Posiblemente deletérea o Benigna y asigna un puntaje (score) de
cero para una prediccidn de Benigna y 1 para Probablemente deletérea. Si la ausencia de

informacidn impide reportar un resultado, la herramienta devuelve “Desconocido”.

PolyPhen fue entrenado con dos conjuntos de datos, por lo que es posible obtener dos tipos de
predicciones, cada una utilizando uno de estos entrenamientos. Para el analisis de cambios en
desérdenes monogénicos, como FQ, que implica distinguir el efecto de un alelo con
consecuencias deletéreas entre variantes polimérficas del genoma y otras con efectos leves, se

utiliza el predictor HumVar.

La Tabla 15 muestra los resultados para cada una de las mutaciones analizadas. La mutacion
R170C se identificd en pacientes brasileros con pancreatitis, portadores ademas de la
mutacién pF508del, pero que, sin embargo, no presentan otras caracteristicas clinicas
sugerentes de FQ [79]. La base de datos CFMDB reporta un caso de una paciente con sintomas
similares a FQ, pero con concentraciones de cloruro normales y sin otros alelos causantes de
enfermedad. La prediccién de la herramienta PolyPhen la asigna como probablemente

deletérea con una puntuacién de 0,973.

Tabla 15. Informacién reportada de mutaciones sin consecuencias clinicas conocidas identificadas en pacientes con FQ.

Cambio de Consenso - o Bilbiografia Prediccion Polyphen
CFMDB Bilbi fia cl
secuencia (ref cDNA) Europeo FQ AR e funcional (Hum/Var)

Se encuentra mutacion

Mujer con sospecha de FQ desde los 8 pF508del/R170C en individuo PROBABLEMENTE DELETEREA:
€.508C>T =R170C aiios. Test del sudor de 23 mmol/L sin Sin referencia  con pancreatitis vinculada con Sin referencia score 0.973 (sensibilidad 0.60;
otra mutacién identificada. alcoholismo, sin azoospermia, especificidad: 0.93)

sin problemas pulmonares.

- . CFTR2 menciona
Inicialmente reportada como Relacionada a PROBABLEMENTE DELETEREA:

. ) R . Bibliografia contradictoria que se mantiene la .
€.2991G>C = L997F  polimorfismo, luego en paciente con FQ, Desérdenes . . score de 0.991 (sensibilidad 0.50;
acerca de efectos clinicos. capacidad de

y heterocigota para pF508del Asociados al CFTR conducir cloruro. especificidad: 0.95)
S - N . . POSIBLEMENTE DELETEREA: score|
Encontrada en individuo con . . Bibliografia contradictoria . . o
€.2900T>C = L9675 . Sin referencia . Sin referencia de 0.906 (sensibilidad: 0.69;
azoospermia acerca de efectos clinicos. o
especificidad: 0.90)
€.2079delT = . . 5 . . . . - .
No descripta Sin referencia Sin referencia Sin referencia No es posible analizarlo

p.Phe693LeufsX29

Se evidenci6 una vez en 2100
cromosomales controles. La mutacién
. . . BENIGNA:score de 0.176
fue identificada en un paciente con . . . . . . - o
.4389G>T =Q1463H L. . Sin referencia Sin referencia Sin referencia (sensibilidad: 0.89; especificidad:
clinica de FQ, test del sudor borderline y 073)
pancratitis recurrente y portador de dos )

alelos causantes de enfermedad.
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En cuanto al cambio L997F, el Consenso Europeo de FQ la reporta como relacionada a
Desdrdenes Asociados al CFTR, mientras que la base de datos CFTR2 indica que los estudios
realizados hasta el momento muestran que mantendria la capacidad de conducir cloruro [40,
12]. La bibliografia clinica es inconclusa acerca del efecto de esta mutacién; se han encontrado
individuos portadores de otra mutacién causante de enfermedad y L997F, con fenotipo de FQ
y test del sudor elevado y se la ha asociado también a varios Desdrdenes Asociados al CFTR
[90,91,92,93]. Sin embargo, los pacientes homocigotas para L997F no tienen sintomas de FQ,
ni alteraciones en el transporte de cloruro en el epitelio nasal, gldndula sudoripada o intestino

[94].

Otro trabajo evidencia que la mutacién L997F puede encontrarse formando un alelo complejo
con la mutacion R117L. Pacientes portadores de este alelo complejo presentaron valores de
test del sudor mas elevados que individuos portadores del alelo L997F sélo. A su vez, estos
pacientes presentaron una gran variabilidad en la expresidn fenotipica, desde FQ no clasica, o
Desérdenes Asociados al CFTR. Se propone entonces que L997F participaria en alelos

complejos que podrian explicar la diferencia en los sintomas registrados [95].

Finalmente, también se ha mostrado la asociacidon de L997F con una delecidon del gen SPKN1
(Pancreatic Secretory Trypsin Inhibitor). Esto podria explicar la alta prevalencia de esta
mutacion en individuos con pancreatitis recurrente [96]. Esta vinculacidon es interesante
cuando consideramos las manifestaciones clinicas de la paciente: “Deposiciones diarreicas y
detencion del crecimiento. Desnutricién crdnica”. Seria interesante evaluar si su fenotipo no

puede ser explicado por episodios de pancreatitis aislados (Tabla 14).

Dada la variabilidad de la informacién reportada para esta mutacidn, se justifica evaluarla

funcionalmente ya que la prediccion de PolyPhen le asigna un puntaje de 0,991.

También se encontré la mutacion L967S, la cual fue reportada en CFMDB en un individuo con
azoospermia y PolyPhen la predice como “posiblemente causante de enfermedad”, con un
score de 0,906 (Tabla 15). Nuevamente, la bibliografia reportada para esta mutacién parece
ser no concluyente acerca del efecto de esta mutacidén. Se la identific6 en pacientes con
sintomas de pancreatitis o sinusitis crénica, ambos posibles en FQ, y se la asigna como no
causante de enfermedad, citando a la base de datos CFMDB, donde inicialmente fue
considerada un polimorfismo [97]. Sin embargo no existe informacién funcional reportada de

esta mutacion.

La mutacion c.2079delT se encontré en un paciente con FQ. Al analizar el efecto de esta

deleciéon en el corrimiento del marco de lectura, se puede ver que el aminoacido del codén
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afectado, fenilalanina, cambia a leucina, y finalmente se genera un coddn de terminacién de la
traduccién 29 aminoacidos mas adelante. El efecto de esta mutacidn no puede ser predicho en
la base de datos PolyPhen, ya que la misma analiza cambios de sentido erréneo. La aparicion
del coddn de terminacién genera que se produzca casi la mitad del producto proteico (hasta
aminodcido 721), por lo que es altamente probable que los efectos de esta mutacion sean

severos.

La variante Q1463H fue reportada en un paciente con FQ, portador de dos mutaciones
causantes de enfermedad identificadas [30]. No existe informacidon clinica o funcional
reportada de esta variante y la herramienta PolyPhen predijo a Q1463H como Benigna, con un

score de 0,176.

Todo lo mencionado anteriormente evidencia la informacidon escasa, y en algunos casos
contradictoria, de los efectos de mutaciones en el CFTR. Insiste a su vez, en la dificultad de la
evaluacion de estas mutaciones cuando son encontradas en un paciente con sintomas de FQ.

Esto las convierte en cambios candidatos para ser estudiados experimentalmente.
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4.2 Andlisis del uso de codones en el gen CFTR.

4.2.1 Uso de codones en el CFTR humano

Las mutaciones sindnimas han sido histéricamente consideradas neutras en relacién a su
efecto en la estructura y funciéon de proteinas. Con esta visidn, existe un consenso que
mutaciones exdnicas sindnimas deberian sélo ser consideradas como causantes de FQ si el
cambio produce modificaciones de corte y empalme [12]. Sin embargo, existe evidencia que
puso en duda esta visidn, sugiriendo que mutaciones sindnimas podrian tener un efecto en la

estructura de proteinas y/o en su funcién [45,98, 99, 49, 41,100].

Uno de los estudios con mayor impacto involucré a la glicoproteina P (P-gp), una bomba
dirigida por ATP que contribuye a la farmacocinética de drogas que son sustratos de P-gpy a la
resistencia multidroga de células cancerigenas [101,102]. Kimchi-Sarfaty et al. mostraron en P-
gp, por primera vez un cambio funcional luego de un cambio sindnimo (no asociado a cambios
en el nivel del ARNm o proteina), el cual habia sido previamente reportado en pacientes
afectados. Esta mutacion se encontrd en una region rodeada por codones raros e involucré un
cambio de un coddn frecuente a otro menos frecuente. Los autores propusieron como
explicacion a este hallazgo que cuando codones frecuentes son cambiados por codones raros
en un cluster de codones raros, se afectaria la cinética de plegamiento co-traduccional,

resultando en una funcion alterada.

De forma interesante, P-gp, topoldgicamente es muy similar al CFTR [103]. Considerando esta
similitud tan importante y las dificultades actuales en el diagndstico molecular en pacientes
con FQ, nos preguntamos si algunas sustituciones sindénimas podrian afectar también la
funcién del CFTR, causando la enfermedad. Como aproximacién a explorar esta posibilidad,

analizamos el uso de codones del CFTR humano.

Para este propdsito, determinamos el sesgo de uso de codones humano mediante la
determinacion de la frecuencia de aparicion de codones en las secuencias codificantes
humanas disponibles en la versién 58 de la base de datos Ensembl. Estas fueron verificadas
manualmente, y secuencias incompletas, repetidas o aquellas conteniendo codones de
terminacion internos fueron descartadas. Un nimero final de 14872 secuencias fue obtenido,

a partir del cual se calculé el sesgo en el uso de codones humano.

Con el fin de determinar la distribucion de codones sinénimos en el CFTR humano, se aplicé a
la secuencia codificante del CFTR el sesgo de uso de codones calculado, mediante el uso del
algoritmo previamente reportado, %MinMax [60]. Este algoritmo define la relacidn entre la

frecuencia de uso de codones de un ARNm dado y secuencias hipotéticas codificando la misma
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proteina utilizando los codones mas raros (minimo) y mas frecuentes (maximo) en funcién de
la media aritmética de todas las posibles frecuencias de uso de codones (Figura 6) [60]. La
aplicacion del algoritmo %MinMax permite distinguir entonces en una secuencia determinada

regiones enriquecidas en codones raros o frecuentes, a las cuales llamaremos clusters.

El calculo de %MinMax para el CFTR humano dio un promedio de cinco y un desvio estandar de
veinticuatro. Es importante mencionar que un promedio de la secuencia codificante cercano a
cero en %MinMax implica que los codones raros y los frecuentes se encuentran representados
en igual nimero en el CFTR, resultando en un valor global neutro. Al mismo tiempo, el valor
elevado del desvio estandar sugiere la presencia de regiones fuertemente desviadas de esta
tendencia neutral. A estas regiones las definimos como clusters: frecuentes, los que estarian
enriquecidos en codones frecuentes y presentan valores de %MinMax mayores que el
promedio mas un desvio estandar (%MinMax de 29) y raros, a aquellos enriquecidos en
codones raros, donde el resultado del algoritmo es menor que el promedio de CFTR menos un

desvio estandar (%MinMax de -19).

Con el fin de predecir cudles mutaciones sinénimas podrian afectar su funcién, analizamos el
uso de codones sinénimos en CFTR y lo correlacionamos con dominios proteicos (Figura 11).
Los dominios proteicos fueron definidos de acuerdo al modelo tridimensional reportado para
el canal [104, 27; 24,26,22]. Los limites de los segmentos transmembrana fueron definidos de

acuerdo a los datos experimentales disponibles [103].

La Figura 11 muestra el resultado de %MinMax para el CFTR humano vy la distribucion de
clusters raros y frecuentes a lo largo de los dominios de CFTR. Como se muestra en la figura,
tanto clusters raros como frecuentes se encontraron distribuidos a lo largo de la secuencia del
CFTR. Los agrupamientos mas evidentes, en particular 8-9 raros y 7-8 frecuentes se alternan a

lo largo de la secuencia de CFTR.
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Figura 11. Representacion de la secuencia de CFTR humano y la distribucidn de clusters de codones frecuentes y raros
a lo largo de la secuencia. (a) El resultado del algoritmo es ilustrado a lo largo de los dominios de CFTR y representado
para el noveno coddn de la ventana. Las barras grises verticales representan clusters raros o frecuentes. (b) y (c)
Resultado de %MinMax y la distribucién de clusters raros y frecuentes para los dominios MSDs y NBDs,
respectivamente. Se indican los segmentos transmembrana (TM) y las secuencias involucradas en la unién a ATP:
Walker A, Walker B, Q-loop, y Signature.

Ya que la estructura del CFTR seria simétrica (posee dos NBDs y dos MSDs), se analizé la
distribucidn de clusters en los dominios de membrana y de unidn a nucleétido en paralelo
(Figura 11b y 11c). Al comparar los dominios MSD, se puede visualizar que la regién central de
tres de los cuatro bucles intracelulares del CFTR esta codificada por codones raros. Ademas, se
puede observar un cluster frecuente en el extremo carboxilo terminal del segundo bucle
intracelular de ambos MSDs, el cual se extiende al quinto segmento transmembrana. En
cuanto a los NBDs, los resultados también presentaron cierta simetria: la regidon codificante
entre los motivos de unién a ATP, Q-loop y la secuencia Signature, como también la secuencia
inmediata al Walker B se encuentran, en ambos dominios, enriquecidas en codones raros
(Figura 11c). A su vez, ambos dominios presentan un cluster raro codificando el inicio de la

secuencia aminoacidica.
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4.2.2 Conservacion en Primates y otros mamiferos de agrupamientos de codones
raros/frecuentes del CFTR.

Con el objetivo de comprender si las tendencias de uso de codones encontradas para CFTR
humano pueden tener una relevancia funcional, estudiamos el uso de codones del CFTR en

Primates.

Se construyeron tablas de uso de codones para los ocho primates cuyas secuencias
codificantes se encontraban disponibles en la version 58 de base de datos Ensembl y se
realizaron comparaciones de a pares de sus tablas de uso de codones. Estas mostraron
correlaciones lineales importantes (r2 > 0,9607; p < 0.001), lo que demuestra que el sesgo de
uso de codones se encuentra conservado entre los primates estudiados y por consiguiente,
existe un conjunto comun de codones frecuentes y raros. Cuando se analizd este sesgo mas en
detalle encontramos que, para todos los aminoacidos, los codones sindnimos mas y menos

frecuentemente utilizados se encontraban conservados (Tabla 1 Anexo).

Con el objetivo de determinar la distribucién de codones sindnimos en la secuencia codificante
del CFTR de Primates, se aplicd el algoritmo %MinMax para estos organismos. Como era de
esperar, organismos evolutivamente cercanos mostraron resultados de %MinMax mads
similares (Tabla 2 Anexo). Con la excepcién de O. Garnetii, todos los primates presentaron un
promedio de %MinMax cercano a cero, sugiriendo que existiria una presencia comparable de
codones raros y frecuentes. El valor del desvio estandar obtenido fue consistentemente alto en
todos los primates, indicando la presencia de regiones fuertemente desviadas de esta
tendencia basal. El criterio aplicado para definir clusters raros y frecuentes fue el mismo que

para CFTR humano.

Luego de aplicar el algoritmo %MinMax a todos los primates, determinamos la presencia de
clusters conservados de codones raros y frecuentes. Un cluster conservado se definié cuando,
para esa posicion del alineamiento, el resultado de %MinMax era consistentemente frecuente
o raro para todos los primates. La Figura 12 muestra el resultado de %MinMax para todos los
primates estudiados y la localizacidn de clusters conservados raros y frecuentes a lo largo de
dominios de CFTR. En conjunto, se encontraron doce regiones enriquecidas en codones raros y
ocho regiones enriquecidas en codones frecuentes conservadas a lo largo de los primates

estudiados (Figura 12).

Estas regiones pueden llegar a comprender hasta 47 tripletes. Sin embargo en general, el valor
mas extremo se encontrd limitado a una regidn mds especifica, de cerca de 18-20 codones.

Creemos que ésta se corresponde con la region especifica donde tripletes con las frecuencias
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mas extremas aparecen agrupados y por consiguiente, constituye el cluster raro/frecuente
real. Los valores mas extremos para los clusters frecuentes alcanzaron valores de %MinMax
tan elevados como 80 (Figura 12). De forma similar, clusters raros resultaron con valores de -
60. Estos valores extremos del algoritmo %MinMax sugiere que la mayoria de los codones

utilizados en estas regiones son los mas extremos para cada aminoacido.

Encontramos que los clusters raros en CFTR parecen estar concentrados en los dominios
amino-terminales de la proteina (Figura 12). El cluster con menor valor de %MinMax se
encontré en la regidn inter-dominio entre MSD1 y NBD1. Otros agrupamientos con valores

bajos se encontraron en el extremo carboxilo terminal de MSD1 y NBD1 (Figura 12).

Los clusters de codones raros han sido identificados en regiones inter-dominio de proteinas, y
la frecuencia de apariciéon de estos agrupamientos se observd que aumenta al aumentar el
numero de dominios de una proteina [105]. Cambios sindbnimos en estas regiones de codones
raros por codones utilizados con mayor frecuencia, produjeron un cambio en el patrén de
digestiéon de la proteina con bajas concentraciones de Proteinasa K, sugiriendo que se
presentarian cambios en su conformacién [106]. A su vez, cuando los ARNt que reconocen a
estos codones raros, fueron agregados en un sistema de traduccion in vitro de tal manera que
su concentracién sea similar a la de especies de ARNt abundantes, se observd que la proteina
producida era muy labil a la digestién limitada con proteasas, sugiriendo que era incapaz de

poder ser plegada eficientemente [106].

Los clusters frecuentes se encontraron distribuidos homogéneamente a lo largo de los
dominios del CFTR. El cluster frecuente con mayor valor de %MinMax se encontré en la cola
carboxilo-terminal de la proteina. Otros clusters con valores elevados de %MinMax se
encontraron en MSD1 y el dominio R. Si bien los codones frecuentes, al encontrarse
reconocidos por ARNt de mayor abundancia, se creen que serian importantes en la
incorporacion rapida y eficiente de aminodacidos, los agrupamientos de codones frecuentes no

han sido descriptos en la hasta el momento con efectos funcionales [107].

El hecho que exista una conservacion en el sesgo en el uso de codones sindnimos en Primates,
permite concluir que la conservacion de codones sindnimos en una regién, puede ser
traducida en una conservacion de frecuencia de codones. Por lo tanto, nuestros hallazgos de
conservacion de clusters pueden entonces corresponderse con regiones con secuencias
conservadas (tanto a nivel del gen como de la proteina) las cuales, por azar, son codificadas

por codones raros o frecuentes.
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Por consiguiente, con el objetivo de caracterizar mas en profundidad las tendencias
encontradas, se calculd la tasa de sustitucidn sindnima, dS. Este valor representa el nimero de
sustituciones sindnimas por sitio sindnimo y por lo tanto puede ser interpretada como una
medida de conservacidn de secuencia nucleotidica. El cdlculo simultdaneo de %MinMax y dS
permite determinar si un cluster conservado presenta conservacién de codones sinénimos o, si

esta conservacién de frecuencia es en realidad independiente de la conservacién de secuencia.

Se calculd el dS global para cada grupo monofilético que identifica a los primates estudiados:
Catarrhini, Platyrrhini y Lemuriformes. Los codones sinénimos fueron considerados
conservados cuando dS se encontré consistentemente por debajo del promedio de dS en cada
uno de los grupos monofiléticos. Los resultados muestran que algunos clusters presentaron
conservacion de codones sindnimos en toda su extension, otros mostraron sélo en una
proporcién, y un tercer grupo de clusters no presentaria una conservaciéon de codones

sinénimos (Figura 12).

Cuando analizamos los hallazgos de clusters conservados mads en detalle, notamos que cinco
de los ocho clusters frecuentes no presentaron conservacién de codones sinébnimos, y que, de
forma interesante, los de valor de %MinMax mas elevado no presentaron conservacion de
codones sindnimos (Figura 12). Estos resultados implican que, para la mayoria de los clusters
frecuentes, la conservacion de la secuencia no seria la fuerza principal en determinar los
patrones de conservacion de frecuencia registrados. En cuanto a los doce clusters raros
conservados, cinco presentaron una conservacion parcial de codones sindnimos, cuatro no

presentaron conservacién de codones sinénimos y tres si (Figura 12).

Evaluamos luego si el criterio aplicado para definir conservacion de secuencia es preciso, para
lo que determinamos si en regiones previamente descriptas como conservadas en el CFTR,
detectdabamos zonas con bajo dS. Encontramos un dS bajo en secuencias descriptas como
portadoras elementos regulatorios de splicing; una de ellas, localizada en el exén 13 (que se
extiende del codén 561 a 589) y otra, localizada en el exdn 10 (que se extiende desde el coddn
404 a 464) [108, 109, 110]. En ninguno de los casos el valor de dS bajo se extiendié en la
totalidad del exdn, lo que puede ser explicado por la distribucion alternada de estos elementos

regulatorios.

La concordancia de estos hallazgos con lo previamente reportado apoya y valida los criterios
utilizados para definir conservacion de secuencia. En aquellos clusters conservados
caracterizados por cambios sinénimos, al conservarse la tendencia general de la frecuencia,

probablemente los cambios presentes involucren tripletes igualmente frecuentes.
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El hallazgo de regiones con frecuencias de uso de codones conservadas en CFTR a lo largo de
Primates, sugiere una implicancia funcional. La ausencia de una conservacidon de secuencia
extensa en algunas de estas regiones permite descartar la presencia de factores regulatorios
dependientes de secuencia nucleotidica como una explicacién de estos resultados. No
podemos descartar tampoco la posibilidad que clusters con bajo dS (con secuencia

conservada) presenten al mismo tiempo conservacién basada en la frecuencia.

Consideramos luego que si las regiones conservadas encontradas en este estudio son de
relevancia funcional, deben ser conservadas también en otros organismos portadores del CFTR
mas distantes evolutivamente. Por consiguiente, aplicamos el algoritmo %MinMax a distintos
mamiferos, como ratdn, cerdo, perro, caballo, conejo, cabra y oveja (resultados no

mostrados).

Este andlisis reveld que tres de los clusters frecuentes y cinco de los clusters raros encontrados
en Primates también se presentan en estos organismos (Figura 12, clusters identificados con
asteriscos). De hecho, la mayoria de las regiones mas extensas que presentaron un uso de
codones extremo en Primates, también fueron halladas en mamiferos relativamente distantes
(ver Figura 12, clusters raros en NBD1 y cluster frecuente en cola carboxilo terminal). La
conservacién de estas regiones en un grupo evolutivo mas amplio enfatiza la posibilidad de

una implicancia funcional.
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Figura 12. Representacion de %MinMax de Primates y las tendencias dS (CFTR humano es la referencia). Los
resultados de %MinMax se muestran para los ocho organismos estudiados; amarillo, Callithrix jacchus; verde,
Gorilla gorilla; negro, Homo sapiens; violeta, Microcebus murinus; turquesa, Macaca Mulatta; rojo, Otolemur
garnetii; celeste, Pongo pygmaeus abelli; marréon, Pan troglodytes. Regiones con restriccidn en sustituciones
sindnimas se muestran como columnas azules. Clusters raros y frecuentes conservados se representan como
lineas azules y negras, respectivamente. Los asteriscos indican los clusters conservados en mamiferos. Los
circulos grises indican los sitios donde se realizaron mutaciones y evaluados en el sistema experimental. En
orden amino terminal a carboxilo terminal fueron llamados clusterl, cluster2, cluster4 (fragmentado, cada
fragmento se indica con un circulo) y cluster6.
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4.2.3 Mutaciones sinénimas reportadas en el CFTR.

Mas de 1900 mutaciones se han identificado en el gen CFTR y un nimero importante todavia
permanece con efectos funcionales desconocidos. Sin embargo, cuando una mutacidn
sindnima se encuentra en un paciente con sintomas clinicos de la enfermedad, es considerada

sin dudas como un polimorfismo [12].

Con el objetivo de correlacionar los hallazgos de clusters de codones conservados con las
mutaciones sindnimas descriptas en el CFTR, se descargaron todos los cambios sinénimos
reportados en las bases de datos CFMDB, Ensembl, dbSNP (Entrez), y el estudio mds amplio de
mutaciones sindnimas en CFTR en 1500 individuos de la poblacién general [58, 111, 112, 30].
Encontramos que 87 cambios sindbnimos han sido reportados en la secuencia codificante del
gen (Tabla 14). De los cambios sindnimos reportados en la base de datos CFMDB, todos son
referidos como “variantes de secuencia”, asignacién que la base de datos aplica cuando no se
conoce si se trata o no de una variante causante de enfermedad. Aunque algunas de estas
mutaciones se encontraron en pacientes con sintomas clinicos de FQ, para la gran mayoria no

se encuentra disponible informacidn clinica [30] (Ver Tabla 16).

Once de los cambios sindnimos reportados estan localizados en un cluster raro/frecuente
conservado (Tabla 16). De las cinco mutaciones identificadas en agrupamientos frecuentes
conservados, tres presentan cambios a codones menos frecuentes, mientras que las restantes
involucrarian un cambio entre codones con igual frecuencia de uso (Tabla 16 filas verdes). En
cuanto a los seis cambios registrados en los agrupamientos de codones raros, cuatro
presentarian un cambio de frecuencia a un coddén mas frecuente, mientras que las dos
restantes involucran cambios hacia codones menos frecuentes (Tabla 16 filas rojas). Si bien,
lamentablemente, no se dispone de informacién fenotipica de los individuos portadores de
estos cambios sindnimos, todos involucran variantes de la proteina candidatas a ser analizadas

funcionalmente.

La evidencia de agrupamientos de codones raros y frecuentes en CFTR conservados en
Primates y otros mamiferos, sumado al hallazgo de mutaciones en estas regiones en individuos
con presentacion clinica similar a FQ, sugiere una vinculacion funcional. Consideramos que las

mutaciones sindbnimas en estas regiones deben ser evaluadas con atencién.



Tabla 16. Mutaciones sinénimas en el CFTR reportadas en las bases de datos [40,
12,58, 111,112,30]

Residuo Codén camblado :;:1‘:‘;: CFMDB Ensembl Entrez Modiano et al, 2005 Entrez Variation 1D Informacién fenotipo disponible CEMDB!
8 ARG > AAA - i { - rs1800071 s
24 TG > TTA 12876 = ) A = rs55773134 s
2% AGG>AGA | 121>121 | - = A = rs78131838 s
49 CTA>CTG - A - - s
7 AAT > AAC 4 A { - rs1800075 s
11 OCG >CCA A - - - - SN
19 ATC >ATT 4 - - s
120 GLG>GCA 4 A { - rs1800077 s
139 CAC > CAT | - - sh
160 ATT>ATA 4 - - s
203 ATC >ATT 4 A { - rs1800081 s
| Padentes con fenotipo de FO o CAVD
W | GeA-GoS N i - heterocigotas para pF50adel.
206 ARG > AAA - A { - 1535033453 s
247 TAC > TAT 4 A { - rs1800082 T
305 TTC>TTT 19,8517 A b A - 51800083 s
309 GEC > GEG 28079 = ) A = 1800084 s
318 GTG>GTA 4 - - - - sh
Padente con presentaclén dinica de FO
320 TTA =TTG 4 - - - - sin mutadones causantes de
enfermedad Identificadas.
322 GTG > GTA “ - - - s
324 €CC> 006 - A { - rs1799834 s
344 ATT>ATA 4 - - - 1
367 GCA>GCT | 1602185 | o - - - - s
383 TG >TTA - - - { - s
388 ACG > ACT - A { - rs1800088 s
a3 GAG >GAA - A A A - sh
a8 AAT > AAC - A { - rSE24E3440 s
4% GAC >GAT - A { - rs2R96225 s
43 GAT > GAC + - - - s
55 GOG > GCT - - { - rsTI074685 s
480 GGT >GGC ! A { - rs1800090 s
| En padentes homodgotas y
w ATCHATT N - - - heterocigotas para pF508del
527 GAA > GAG 4 A { - rs1800094 s
528 GAG > GAA A A A A rs1800085 SN
544 GGT>GGE - - - { - s
547 ACA > ACT ! A { - rs1800096 E
577 TAC >TAT us>120 | o A - rs55928397 SN
599 ACT = ACA 4 - - - - Padente con presentaclén dinica de FO
644 CTC>CT6 4 - - - s
650 e > TTT - - { - El
684 ABA > AAG - - { - rST94T16RD sh
702 CTC>CT6 ! A { - rs1800102 s
748 =4 - - - { - s
749 CTG>TTG 4 - - - sn
753 AGC > AGT 4 - - s
760 ACG > ACA L - - /1
&9 TTA > TTG 162129 | 4 - - - - s
83 ATT>ATC [l A { - rs1800104 s
854 ACT>ACG 4 A { { 1042077 El
854 - ) - - - s
87 | AAGEAAA - - - - s
868 GUA > GUG - { - rs1800105 s
Paciente con FO atiplca, portadora de
803 GGG >GGT { - - - mutaclén G542X en el otro alelo del
CFTR.
904 GCA > GCT A - - - sh
908 ACC > ACT 4 - - - Paclente con clinica sugerente de FQ
912 TCG>TCA 4 - - - s
a3 GOC > GCT 4 A A - rs1800108 s
| Mutacidn en paclente con FQLcon la
936 ca>cee N - - - mutacidn 5T en el otro alelo
940 ACT > ACG - A A - rs60B37846 SN
a5 TCG >TCA ] - - - - s
%6 ACGACA | 592150 | - 4 R R 31800109 s
1059 TTA>TTG Ll A { - rs1800113 s
1067 | GOC>GCT { - { - rs1800115 s
1068 e > TTT 4 i { - rs1800116 s
1084 TTA > TTG 4 A { - rs1800117 s
1095 | ACAmACT 4 A { { rs1800118 s
102 AGAIAGG il . R R Padente con Fﬁ:lzlﬁomdel en el otro
M3 | GCT>GCC 4 { - rs1800119 s
115 | ACC>ACA - - { - sh
1168 | GAC>GAT d - - - El
18 | CAASCAG 4 A { A rs1800121 s
1198 GTG>GTT 4 A { - rs1800122 s
1216 ACA > ACC 4 - - - s
1227 TTA >TTG - - A - s
1245 | AGA>AGG | 121>121 | ) A = rs1800128 s
1253 TG >TTA { - - - - El
1269 ATC >ATT A A ) - rs1800129 sn
129 | cca>CeE 4 A { { rs1800130 s
1299 | ACA>ACG 4 A { { rs1800131 1
1306 | cocscoT | wm2sis0 | 4 A A - rs1800132 s
38 | GrTsGrc | wesuz | 4 A ] 31800133 s
1389 CTe>CTT - - A - rsTI688066 3
1408 CTG>CTA A A A - rs1800134 sh
1424 TAC > TAT 4 A { { rs1800135 s
1444 TEC >TCT 4 - - - - s
1463 CAG > CAA A A A A rs1800136 sn
w75 | GTG>GTA ! - - - s
177 | GAT>GAC - - { - s

S/1: sin informacién reportada en CFMDB [30]. En rojo se indican las mutaciones
en clusters de codones raros y en verde de codones frecuentes. Se indica la
frecuencia por mil de los codones iniciales y finales.
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4.3 Disenio de un sistema cuantitativo para evaluar la localizacién sub-celular del CFTR.
Mutaciones en el CFTR pueden generar una disminucion en la cantidad de proteina sintetizada,
alteraciones en la conductancia del canal de cloruro, o defectos en su maduraciéon con
consecuente disminucidon de proteina en la membrana celular. Ademas de pF508del, varias
otras mutaciones generan alteraciones en el transporte intracelular del CFTR. De hecho,
numerosas mutaciones de cambio de aminodcido causantes de enfermedad afectan el
plegamiento de CFTR y llevarian la forma glicosilada inmediatamente a su degradacion.
Algunos de los cambios descritos que alteran la maduracién de la proteina son: pl507del,
K464M, F508R, S549I, 1601F, L610S, A613T, D614G, 1618T, L619S, H620P, G628R, L633P, G85E,
G91R, R1070P, R1070Q [113, 32, 114, 115, 116].

Dado el elevado numero de mutaciones en el CFTR con consecuencias desconocidas, y los
posibles efectos de mutaciones en su localizacidon sub-celular, nos propusimos disefiar un
sistema que permita evaluar el efecto de mutaciones en la distribucién de la proteina en
células de mamifero. Para esto, se construyé una proteina de fusion de GFP con CFTR la cual

fue transfectada en lineas celulares de epitelio, donde el CFTR normalmente es expresado.

4.3.1 Clonado del CFTR en el vector de expresién pEGFP-C1

Al clonar el ADNc de CFTR en el vector de expresidn pEGFP-C1, la proteina fluorescente GFP se
fusiond al extremo amino-terminal de CFTR, y ambas proteinas se encontraron unidas por un
péptido de siete aminoacidos (SGLRSRA) (Figura 7). Esta construccion de GFP-CFTR fue
reportada previamente y se mostré que no afecta la localizacién ni funcionalidad del canal
[117]. En este vector, la expresion de GFP estd regulada por el promotor fuerte de
citomegalovirus, por lo que en la construccién la activacion de este promotor dara lugar a la

expresion de la proteina de fusién GFP-CFTR.

Como se describe en la seccién de materiales y métodos, el clonado en pEGFP-C1 se realizé por
PCR del CFTR para incorporar los sitios de restriccién de enzimas Xhol y Pstl el que luego fue
clonado en el vector pGEM-T. El corte con las enzimas de restriccidn Xhol y Pstl liberd al CFTR
del pldsmido pGEM-T Easy recombinante y permitié insertarlo en pEGFP-C1. Se confirmé la
presencia de la construccién GFP-CFTR mediante PCR de CFTR, digestién del plasmido con Xho!
y Pstl y por secuenciacién de la cola carboxilo terminal de GFP, el péptido que une a GFP con
CFTR y al ADNc del CFTR humano. La Figura 13a muestra el producto de PCR de
aproximadamente 4500 pb, concordante con la longitud del ADNc del CFTR. La Figura 13b
muestra el tamafio del vector pEGFP-C1 luego de la ligacién con CFTR, de aproximadamente

10000 pb.
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Figura 13. Clonado de CFTR en pEGFP-C1. (A) Se confirmé la presencia del inserto por PCR de CFTR. Carril izquierda
MPM Fermentas GeneRuler 1kb Mix (Fermentas Life Technologies). Se muestra el peso molecular de los
fragmentos de interés. (B) Digestion de pEGFP-C1 con las enzimas Xhol y Pstl. Carril 1: MPM Fermentas GeneRuler
1kb Mix, carril 2: doble digestion con Xhol y Pstl, carril 3: digestidon con Xhol, carril 4: digestidon con Pstl, carril 5:
pldsmido sin digerir.

4.3.2 Expresion de GFP-wtCFTR y GFP-pF508delCFTR en células MDCK polarizadas.

Como criterio para la eleccion de la linea celular para expresar la proteina de fusion GFP-CFTR,
se considerd su capacidad de crecimiento en monocapa, de polarizacién y la eficiencia de
transfeccion. Dos lineas celulares fueron evaluadas: la de epitelio de rifidn canino, MDCK, vy la

linea celular de epitelio pulmonar humano, 16HBE140.

El epitelio formado por 16HBE140 presenta crecimiento celular en capas. Muy dificilmente las
células se encuentran formando una monocapa y no todas las células se encuentran
polarizadas. La eficiencia de transfeccién en estas células para el pldsmido pEGFP-C1
conteniendo GFP-wtCFTR, fue de 0,25%. El bajo nivel de polarizacién de las células 16HBE140-
sumado con la baja eficiencia de transfeccidn resultd que por lo general, las células

transfectadas eran las no polarizadas.

MDCK, por otra parte, presentdé grados de polarizacion adecuados y crece de forma
homogénea formando una monocapa. Su eficiencia de transfecciéon para pEGFPC1-wtCFTR fue
0,19%. En base a sus muy buenas propiedades como modelo de linea celular de epitelio, y al
tratarse de una linea celular extensamente utilizada en estudios de polarizacidn, la localizacion

sub-celular del CFTR fue analizada en MDCK.
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Las células MDCK fueron transfectadas con las construcciones correspondientes a la proteina
salvaje fusionada a GFP (GFP-wtCFTR) y al CFTR portador de la delecién de F508 también
fusionado a GFP (GFP-pF508delCFTR).

Para el analisis de la localizacion subcelular, se registraron conjuntos de planos (stacks) xy a lo
largo del eje z por microscopia confocal de fluorescencia de las células transfectadas
seleccionadas al azar. Como se muestra en la Figura 14, tanto el marcado basolateral p58,
como el marcado apical gp135, se distribuyeron apropiadamente, evidenciando el estado de
polarizacidon de estas células (Figura 14a y 14b, panel superior). GFP-wtCFTR se distribuyd
mayoritariamente en la membrana apical (Figura 14b panel inferior) mientras que GFP-

pF508delCFTR mostré una localizacidn citoplasmatica (Figura 14c panel inferior).

Con el fin de evaluar mas precisamente la localizacidon del mutante, GFP-pF508delCFTR fue
expresado en células MDCK crecidas en cubreobjetos. Esto permite visualizar mejor su
distribucidn, ya que el citoplasma se encuentra mas extendido. De esta manera, puede
visualizarse en este mutante un patrén reticular similar al del marcador del reticulo
endoplasmico, calnexina (Figura 14d). Estos resultados muestran que GFP-wtCFTR y GFP-
pF508del se distribuyen de acuerdo a informacion previamente reportada, sugiriendo que el
sistema empleado en este estudio seria apropiado para la busqueda del efecto de mutaciones

en la localizacién del CFTR.
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CFTR - calnexina

Figura 14. Expresion de GFP-wtCFTR y GFP-pF508delCFTR en células MDCK. Micrografias de microscopia
confocal de fluorescencia (planos xz) de células MDCK polarizadas expresando transitoriamente GFP-CFTR y
marcadas con el marcador basolateral p58 (A) o el marcador apical (B,C). Plano xy de células MDCK crecidas en
cubreobjeto expresando transitoriamente GFP-pF508del y marcadas con el marcador del reticulo endoplasmico
calnexina (D). A,B. GFP-wtCFTR se localiza principalmente en la membrana apical. Cy D. GFP-pF508del presenta
localizacion similar al reticulo endoplasmico. Reconstrucciones tridimensionales de células transfectadas (A,C
derecha) evidencian la localizacion. Barras de escala representan 5um.
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4.3.3 Cuantificacion de CFTR apical a través de andlisis de imdgenes.

Con el fin de cuantificar la presencia del CFTR ubicado en la membrana apical, consideramos la
intensidad de fluorescencia de GFP-CFTR en una region definida por el marcador apical. Este
valor fue normalizado respecto a la intensidad de GFP-CFTR en toda la célula, obteniéndose un

valor de cociente de CFTR apical.

Para este propdsito, se registraron stacks en xy a lo largo del eje z de células seleccionadas al
azar, imagenes adquiridas con parametros ajustados para coincidir el rango de intensidad de
fluorescencia de la muestra con el rango disponible de valores de voxel (es decir, evitar valores
de voxel de cero y saturacién). Las imagenes fueron capturadas con los pardmetros que se
indican en la seccién de materiales y métodos (ver 3.3.19). Los limites del stack fueron
definidos consistentemente de tal manera que el limite basolateral se encontrara dos micras
por debajo de la posicidn del nucleo (marcado con TO-PRO 3) y el limite apical se encontrara

dos micras por encima de la marca apical de gp135.

Para calcular el cociente de CFTR apical, se trabajé con cortes en planos xz de los canales

III

correspondientes al marcador apical y a CFTR. La region que se definira como “apical”, esta
determinada por la marca de gp135, a partir de la cual se definié una mascara. Esta “mdscara
apical” fue definida con un método automatico de determinacion de valor de umbral para
imagenes, elegido asi para que la region resultante sea restringida. Esto se logré con el método
Otsu, el cual fue aplicado de forma independiente a cada plano xz de la imagen [118] (Fig.
15a). De esta manera, todos los voxels que se encontraron por encima del valor umbral,
definieron la mascara apical, mientras que los que se encontraron por debajo, adquirieron un
valor de cero. Con el fin de eliminar voxels correspondientes a ruido en el canal del CFTR,

también se aplicé una mascara para CFTR (también aplicando el método Otsu), y al conjunto

de voxels resultante de esta operacion se les denominé “CFTR en toda la célula”.

La madscara apical fue luego intersectada con “CFTR en toda la célula” con la operaciéon “AND”
de Imagel, devolviendo como resultado los valores de intensidad de “CFTR apical” (Figura
15a). Se proyectaron los planos xz para ambos canales en un unico plano, de tal manera que
las intensidades correspondientes a los puntos con las mismas coordenadas en xz de todos los
planos, se encontraran representadas en un Unico punto del plano xz. Posteriormente, se
midié el valor de densidad integrada de los planos proyectados, para “CFTR apical” y “CFTR en
toda la célula”. La relacién entre estos valores determina el valor de “cociente de CFTR apical”

(Figura 14b).
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Este procedimiento de anadlisis de imdagenes se organizé en un macro para su aplicacidn
automatica en las imagenes a analizar utilizando el programa /ImageJ. La Tabla 3 del Anexo

detalla la descripcién del macro utilizado.

El “cociente de CFTR apical” se calculd para alrededor de diez células en cada uno de los
cuatro experimentos independientes realizados, resultando en un valor promedio de (0.55 +/-
0.07) para GFP-wtCFTR y (0.18 +/- 0.03) para GFP-pF508delCFTR (Figura 14c). Estos valores
mostraron una diferencia significativa (p<0,0001). Concluimos entonces que este método seria
capaz de evaluar cuantitativamente la diferencia entre CFTR localizado en la membrana apical

para wtCFTR y para pF508delCFTR.
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Figura 15. Cuantificacion de CFTR apical a través de analisis de imdagenes. (A) Esquema del procedimiento de
andlisis cuantitativo de imagenes. Un corte en xz de la marca de gp135 es utilizado para definir la mascara apical
con el método de determinacion de valor umbral Otsu. El corte en xz de GFP-CFTR es superpuesto con la mascara
apical, resultando en CFTR apical. (B) Definicion de “cociente de CFTR apical”. (C) Valores del “cociente de CFTR
apical” para GFP-wtCFTR y GFP-pF508del CFTR. El asterisco indica un valor p < 0.0001. Aproximadamente diez
células fueron analizadas en cada uno de los cuatro experimentos independientes realizados.

cociente de CFTR apical

pF508del
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4.3.4 Deconvolucién de imdgenes confocales aumenta el rango dindmico del sistema.

La resolucion de la imagen es un aspecto esencial en esta aproximacion metodoldgica, por lo
tanto, se consideré mejorarla mediante la aplicacion de deconvolucidn, una técnica de
restauracién de imagen que ha tenido un impacto profundo en estudios de colocalizacion

[119].

La deconvolucion es una operacion matematica aplicada con el fin de recuperar una imagen
que se encuentra degradada por procesos fisicos (convolucidén), como por ejemplo la
formacién de imagenes por sistemas Opticos. La convolucién por consiguiente, explica
matemadticamente la degradacion de una imagen por ruido y borrosidad. El grado de
borrosidad obtenido en un objeto correspondiente a un Unico punto es una medida de la
calidad de un sistema éptico y la imagen resultado de este punto se le conoce como point
spread function (psf). De esta manera, la funcién psf es una medida de la calidad de un sistema

Optico.

La deconvolucidn puede aplicarse utilizando una psf calculada tedricamente de acuerdo a los
pardmetros de la imagen, o con una funcién calculada experimentalmente, la cual reflejaria
otras deformaciones posibles de la imagen resultantes de las condiciones experimentales. De
esta manera, se calculd la psf experimental de nuestro sistema en condiciones similares a las
que se realizaron los experimentos, utilizando esferas de 175 nm de didmetro, inferiores a la

resolucién del microscopio (200 nm). La Figura 16 muestra la forma de esta funcién.

Como se puede observar en la Figura 16, el corte en el plano yz para la funcién en el canal
verde y xz para la funcidn psf roja presentan una leve inclinacidn. Esta asimetria en el eje z
puede ser explicada por la existencia de una discordancia del indice de refraccidn entre el
medio de montaje (1,518) y el medio de inmersién (1,42) de nuestras muestras [120]. Este
factor causa aberracién esférica, fendmeno por el cual el punto de foco de rayos centrales que
inciden en la muestra es distinto del de rayos que ingresan de forma oblicua a la misma. El
efecto de la discordancia de indices de refraccidon es mas importante en puntos mas profundos
en la muestra [120]. Esto genera entonces que la funcidn psf cambie con la profundidad de la

muestra.
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Figura 16. Funciéon psf para los canales verde (488nm) y rojo (543nm). Se
muestran los cortes en los planos xy, xz e yz para cada una de las funciones.
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Los programas disponibles de deconvolucién permiten ajustar el efecto de la discordancia del
indice de refraccién con la profundidad de la muestra, al utilizar una psf calculada
tedricamente (llamada psf tedrica o adaptativa) con los parametros ingresados de la imagen de
interés (deconvolucién “ciega”). Dado que en este momento no es posible hacer este ajuste
para la funcién adquirida experimentalmente, y la relevancia de esta discordancia del indice de
refracciéon en la resolucién de la imagen confocal, se utilizé la psf tedrica en el proceso de

deconvolucion.

De esta manera, aplicamos deconvolucién “ciega” en los canales de GFP-CFTR y gpl135 y
determinamos el cociente de CFTR apical para la forma salvaje de la proteina y para pF508del.
Previamente, se evaluaron distintos parametros de deconvolucion (nimero maximo de
iteraciones, “umbral de calidad” y relacién sefial/ruido), obteniendo una mayor restauracion
de la sefial en la imagen para un nimero maximo de 500 iteraciones, 0,001 de “umbral de

calidad” y 20 de relacion sefial/ruido (Ver Figura 1 Anexo).

Como se muestra en la Figura 17, los patrones de distribucién del marcador apical y de CFTR ya
eran evidentes en las imdgenes sin procesar, y fueron aun potenciados luego de la
deconvolucidn (Figura 17a). A su vez, al analizar los patrones de intensidad de las imagenes
deconvolucionadas trazando un vector en planos xy, puede evidenciarse que los mismos se
corresponden con aquellos obtenidos para imagenes sin procesar (Figura 17b). Por lo tanto, el
procesamiento de deconvolucién aplicado no eliminaria ni crearia caracteristicas artefactuales

con respecto a las imagenes originales.

Las imagenes procesadas presentaron, en comparacién con las sin procesar, un cociente de
CFTR apical aumentado en un 15% para GFP-wtCFTR y disminuido en 44% para GFP-pF508del
CFTR, apartando los limites de nuestro sistema (Figura 17c). Por consiguiente, la deconvolucidn
aumenté aproximadamente en dos veces el rango dindmico de nuestro sistema, ofreciendo

una mayor posibilidad de discernir poblaciones con un fenotipo intermedio.
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Figura 17. Deconvolucion de imagenes confocales aumenta el rango dinamico del sistema. (A) Patrones de
distribucidn del marcador apical y GFP-CFTR (wt y pF508del) se visualizan en imagenes sin procesar (paneles
superiores) y son potenciados luego de la deconvolucién (paneles inferiores). Barras de escala representan 3um.
(B) Patrones de intensidad de GFP-CFTR de un vector en un plano confocal xy para imagenes sin procesar (rojo) o
deconvolucionadas (azul). La superposicién indica la similitud de los patrones. (C) “Cociente de CFTR apical” para
wt y pF508del se presentan como el promedio +/- desvio estandar para cuatro experimentos independientes. Los
valores de la relacion wt/pF508del ilustran que la deconvoluciéon mejora en dos veces el rango dinamico del

sistema.
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4.3.5 Deteccion del rescate de pF508 por temperatura.

Con el fin de validar nuestro sistema, se midié el “cociente CFTR apical” para el mutante
pF508del incubado a 27°C durante 24hs. Esta condicién ha sido reportada que restaura
parcialmente la localizacidn del pF508del-CFTR, ya que evita el control de calidad del reticulo

endopladsmico, y permite a la proteina continuar hacia la membrana [33].

De esta manera, las células MDCK fueron transfectadas con GFP-pF508del e incubadas por 24
hs a 272C (pF508del-27C). En concordancia con la informacion reportada previamente, nuestro
sistema fue capaz de detectar una restauracién parcial de pF508del-27C, con un “cociente
CFTR apical” promedio de 0.30 +/- 0.02, el que fue adicionalmente aumentado por
deconvolucion a 0.34 +/- 0.02 (Figura 18). Estos resultados permiten concluir que este método
de analisis de imagenes es capaz de discriminar fenotipos intermedios y, por consiguiente seria
apropiado para detectar mutaciones que afectan parcialmente la llegada del CFTR a la

membrana apical.

s &
0,8 7 & L L L
[ | [ |
0,6
0,4 1
7 - ' I
. I
wt pFS08del  pF508del - 27C wi pF508del  pF50B8del- 27C
Imagen sin procesar Imagen deconvolucionada

Figura 18. Deteccidn del rescate por temperatura de pF508del. Se representa el “cociente de CFTR apical” para
wt, pF508del y pF508del-27C para imagenes sin procesar y deconvolucionadas. Todas las comparaciones par-par
fueron significativas (asteriscos indican p< 0.0001).
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4.3.6 Presentacion de un sistema cuantitativo para evaluar la localizacién sub-celular del
CFTR por andlisis de imdgenes

Para poder establecer el efecto de mutaciones desconocidas en la localizacién de la proteina,
es necesario cuantificar la distribucion de la proteina en la célula. Distintos métodos para
medir la densidad del CFTR en la superficie celular estdn disponibles. Por ejemplo, el
aislamiento por medio de streptavidina-agarosa de proteinas de superficie biotiniladas seguido
del estudio por inmunoblot con anticuerpos anti-CFTR. Este ensayo utiliza el hecho que CFTR es
sometido a glicosilacion, y que la adicién de un oligosacdrido basal de manosa involucra un
aumento en 2-3kDa en el peso molecular aparente de la proteina, evidenciado por SDS-PAGE.
De esta manera, CFTR se puede encontrar en su forma no glicosilada (referido usualmente
como “Banda A”), glicosilada basal (referida como “Banda B”), y glicosilada compleja (“Banda
C”). Ya que estas tres formas presentan distintas movilidades electroforéticas, la biotinilacion
seguida del andlisis por Western blot permite revelar el estado de procesamiento del CFTR. Sin
embargo, esta aproximacion experimental es laboriosa y tiene relativamente baja sensibilidad.
A su vez, como la Banda C representa la forma madura de la proteina, la cual se encontraria en
la membrana celular, en muchos trabajos se realiza Western blot de CFTR sin previa
biotinilacién y se asigna la cantidad de CFTR en banda C como la proteina que se encuentra en
membrana [113]. Sin embargo, conclusiones obtenidas de esta manera pueden ser incorrectas,
ya que no toda la forma glicosilada compleja puede encontrarse en membrana, asi como

también pueden presentarse formas glicosiladas basales en este compartimento [114].

Otro método actualmente empleado es la generacidn de lineas celulares que expresan de
forma estable variantes del CFTR con pequefas modificaciones en su cuarto loop extracelular,
dada la ausencia de anticuerpos especificos para los bucles extracelulares de la proteina. Estas
lineas celulares son luego usadas en ensayos de ELISA que detectan a CFTR en la superficie por
anticuerpos que reconocen estas modificaciones y se amplifica la sefial por
qguimioluminiscencia o reacciones de fluorescencia [121,122]. Aunque este método es mas
sensible, involucra la generacién de lineas celulares y resulta mas apropiado para evaluar

potenciales “correctores” de la localizacidn del defecto impuesto por pF508del.

En cuanto a estudios de localizacion del CFTR evaluados por microscopia, hasta la fecha, han
sido limitados a inspeccidén visual. Un antecedente importante relacionado a estudios de
localizacién del CFTR en membrana apical es el de Moyer et al., del afio 1999. Este grupo
disefd un sistema de cuantificacién de CFTR en membrana apical, el cual relativiza esta
cantidad a lo expresado en la membrana basolateral [123]. Para esto, se trabaja con cortes en

xz de células transfectadas con CFTR, se delimitan dreas rodeando la membranas (apical y



95

basolateral), se cuantifica la fluorescencia del CFTR en estas regiones, y se calcula la relacién
apical/basolateral. Consideramos que la medicidn llevada a cabo en este estudio es un tanto
imprecisa, ya que los limites de la regidn son determinados manualmente. El ancho de estos
compartimientos (2um) se encuentra por encima de la resoluciéon en el eje z de nuestro

sistema (ver mas adelante) [123].

Recientemente Almaca et al. publicaron un método elegante, basado en microscopia de
fluorescencia que usa una construccion de CFTR con la proteina fluorescente mCherry y una
etiqueta FLAG en su cuarto bucle extracelular [124]. En células sin permeabilizar, la marca de
FLAG permite cuantificar al CFTR localizado exclusivamente en la superficie celular, mientras
qgue la fluorescencia de mCherry indica su expresion en toda la célula. De esta manera, se
determina la relacién de CFTR en la membrana plasmatica, a partir del cociente de la marca del
FLAG (evidenciada con un anticuerpo secundario unido a un fluoréforo que es excitado a 488
nm) y la fluorescencia de mCherry. Llama la atencidn al respecto que estas intensidades de
fluorescencia son comparadas directamente, sin una previa normalizacidon. Es decir, se
relativizan dos intensidades correspondientes a fluoréforos distintos, como si las moléculas

individuales de los fluoréforos presentaran una misma intensidad.

En este trabajo, se evalud la llegada a la membrana del CFTR mediante la cantidad en la
membrana apical en relacidn a su expresién en toda la célula. Dado que este sistema involucra
una expresion transitoria de CFTR, es probable que los niveles de expresion sean distintos para
las distintas células, por lo que el nimero de moléculas en la membrana apical pueda cambiar:
dos células pueden presentar niveles distintos de intensidades en membrana apical causados
por niveles de expresion del CFTR diferentes. El hecho de relativizar la cantidad en membrana
apical con respecto a la expresidon en toda la célula, permite normalizar la cantidad de proteina

que llega a la membrana en funcién del nivel de expresion.

Este método cuantitativo permitié detectar un 63% de GFP-wtCFTR y un 10% del GFP-
pF508CFTR del en la membrana apical. Estudios previos de cuantificacion de CFTR en
membrana, que analizan los datos de forma comparable al de este estudio, muestran
resultados similares. El trabajo de Denning, analiza wtCFTR y pF508del-CFTR expresados
transitoriamente en fibroblastos de la linea 3T3. Se identifica por Western blot la cantidad de
proteina inmunoprecipitada, se cuantifica por radioactividad las bandas A, By Cy se determina
la relacién banda C / bandas A + B + C, como medida relativa de cantidad de proteina capaz de
llegar a membrana [33]. Esta metodologia obtuvo una relacidn de 80% para wtCFTR, mientras

que para pF508del-CFTR el valor fue menor a 5%.
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El trabajo de Denning et al. encontrd valores para ambas formas del CFTR mas distantes en
comparacién con los obtenidos en este estudio. Distintos factores pueden determinar estas
diferencias. En primer lugar, dado que CFTR en membrana no es aislado por biotinilacién en el
trabajo de Denning et al., es posible que una fraccién de la banda C en realidad no se
encuentre aun en la membrana, y por consiguiente se esté sobreestimando la cantidad de
CFTR en este compartimiento. A su vez, CFTR fue expresado de forma estable, por lo que
pueden haberse presentado menores niveles relativos de expresidon. Una mayor expresion del
CFTR en nuestro sistema podria explicar los menores niveles relativos de wtCFTR y mayores
niveles de pF508del-CFTR en membrana apical: la sobreexpresién podria saturar el sistema de
transporte intracelular, reteniendo wtCFTR en el citoplasma y forzando pF508del hacia la

membrana.

Sin embargo, probablemente la limitante principal del sistema desarrollado en este trabajo es
su resolucién axial (a lo largo del eje z). El microscopio confocal presenta una resolucién axial
cercana a 500 nm vy, si bien en este trabajo ésta fue mejorada luego de la deconvolucién (la
que restaura de dos a cuatro veces la resolucion axial), no se logra alcanzar un valor del orden
del ancho de membrana plasmadtica (de unos pocos nanémetros). Por consiguiente, existe una
region en el drea de la membrana que se superpone con la zona sub-apical de la célula, lo que
puede generar que moléculas de proteina ubicadas en esta regidn sean consideradas como si

se encontraran en membrana (y viceversa).

El sistema disefiado y puesto a punto en este trabajo permite, mediante el registro,
procesamiento y analisis de imdgenes de microscopia confocal, conocer la capacidad de
llegada a membrana de mutantes del CFTR. Este método es capaz de detectar variantes del
CFTR que llegan parcialmente a la membrana, por lo que permite evaluar, no sélo mutantes
que no afecten la llegada a membrana (fenotipo tipo proteina salvaje) o que afecten
severamente la llegada a membrana (fenotipo tipo pF508del), sino que ademas seria capaz de
detectar fenotipos intermedios. Seria interesante poder evaluar el limite de resolucién de este
sistema, para lo que deberian considerarse fenotipos aun mds cercanos entre si de los

evaluados en este estudio.

Esta aproximacién metodoldgica presenta ventajas frente a las disponibles, como por ejemplo
gue se obtienen resultados producto del andlisis célula a célula. Estudiar a una poblacién a
partir de sus miembros individuales permite caracterizarla mds en profundidad, hecho que no
es posible al trabajar con metodologias que reportan el resultado de la poblacién, donde las
variaciones de la poblacién se encuentran ocultas en el promedio. Para el estudio del CFTR en

particular, esta situacion se presenta con metodologias como Western Blot, una técnica
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aplicada de forma rutinaria para evaluar efectos de mutaciones en la maduraciéon de la
proteina. A su vez, este método permite obtener diferencias significativas entre las distintas
condiciones a partir del analisis de 10 células por condicidn por experimento. Esto lo convierte
en un método practico desde el punto de vista del poco tiempo necesario para obtener

resultados concluyentes.

Luego del andlisis de la informacidn fenotipica y molecular de pacientes con FQ de Uruguay,
encontramos variantes del CFTR de consecuencias clinicas desconocidas (R170C, L997F y
L967S) las cuales son candidatas a ser evaluadas por este sistema. Ademas, otras mutaciones
con consecuencias funcionales desconocidas halladas en pacientes afectados con FQ y
reportados en bases de datos también deben ser analizadas funcionalmente, y por
consiguiente son candidatas a ser analizados por esta metodologia. Finalmente, las regiones
con conservacién en la frecuencia de uso de codones halladas en este estudio, podrian ser

evaluadas por este sistema.

En todos estos casos, no debemos olvidar que para descartar una vinculacion de la mutacion
encontrada con la enfermedad, otras caracteristicas del CFTR también deben ser evaluadas, en

particular, si afectan su conductividad y regulacién.

4.3.7 Evaluacién de mutantes sindnimos de CFTR en el sistema experimental.

Con el fin de explorar si alguno de los clusters de codones hallados en el estudio tedrico del
CFTR afectaba la llegada de la proteina a la membrana apical, se construyeron mutantes
sindnimos. Nos preguntamos si la localizacién del CFTR se veria afectada si regiones
conservadas de codones raros eran sustituidas por tripletes de mayor frecuencia. Modificamos
los agrupamientos de codones raros ubicados mas hacia el extremo amino-terminal de la
proteina, los que, de tener un rol en el plegamiento del CFTR, podrian afectar mas

severamente su conformacion.

Se modificaron cuatro agrupamientos de codones raros, se identificd el punto en el que el
algoritmo %MinMax (para CFTR humano) alcanza el valor mas bajo, regién que se
corresponderia con una mayor concentraciéon de codones raros. Se identificaron los tripletes
en esta region con frecuencia de aparicién en el genoma inferior a 8/por mil codones, los que
fueron sustituidos por el coddn sinébnimo mas frecuente para el mismo aminoacido. Los
clusters cambiados se muestran en la Figura 12. Los aminoacidos involucrados y los cambios

nucleotidicos generados para cada cluster se muestran en la Tabla 17.
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Tabla 17. Clusters de mutaciones sinénimas
indicando el aminodacido cuyo triplete fue mutado,
y los nucledétidos cambiados.

Aminodcido con | Nucleétidos cambiados
cambio sindnimo (CDS CFTRh)
R73 223C>A
262T>C
LB8
Cluster 1 264A>G
268T>C
L90
2T70A>G
508C>A
R170
510T>A
Cluster 2
L172 516A>G
1175 525A>C
1123T>C
L3753
1125A>G
1159T>C
Cluster 4 L387
1161A>G
T388 1164G>C
V392 1176A>C
1708T>C
L570
1710A>G
1711T>C
L571
1713A>G
Cluster 6
L578 1734A>G
1741T>C
L581
1743A>G
1586 1758A>C

Es importante mencionar que, dado que el fin de estos cambios es evaluar la relevancia de los
agrupamientos de codones raros en la localizacion de la proteina, debemos evaluar si existe un
sesgo en el uso de codones conservado entre humanos y el organismo del cual la linea celular
utilizada es originaria. De esta manera, se compararon las tablas de uso de codones humano
(calculado en este estudio) y canino (Tabla de uso de codones reportada en la base de datos
KazUSA) [125]. Se obtuvo un valor de coeficiente de correlacién lineal r2=0,9593 lo que sugiere
una semejanza importante entre ambos sesgos (ver Tabla 4, Anexo). Particularmente, para los
aminodacidos modificados, se presentan pequefias diferencias en los valores de frecuencias de
aparicidon de los codones, que originan, en algunos casos, una discrepancia sutil en el uso
relativo de los codones sindbnimos. Consideramos que al mantenerse globalmente el sesgo en
el uso de codones, esta linea celular es un modelo experimental apropiado para el estudio de

los cambios sindnimos generados.

Se transfectaron células MDCK con cada una de las construcciones clusterl, cluster2, clusterd y
cluster6. Estas construcciones presentaron niveles de eficiencia de transfeccion equivalentes

para la proteina salvaje GFP-wtCFTR y para el mutante GFP-pF508del-CFTR.

Con el fin de conocer si existe una alteracién en la llegada a la membrana para los mutantes,

determinamos el “ |”

cociente de CFTR apical” para cada una de las construcciones de GFP-CFTR

(Tabla 18).
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Tabla 18. Resultados del “Cociente de CFTR apical” para los
agrupamientos de codones raros normalizados con respecto a los
valores obtenidos para GFP-wtCFTR.

Cociente CFTR apical
mutante [ wt

clusterl 1,0
cluster2 1,1
clusterd 0,9
clusterg 1,1

Tal como se muestra en la tabla 18, la relacion del “Cociente de CFTR apical” entre el mutante
y la forma GFP-wtCFTR fue igual o cercana a 1, lo que evidencia que los mutantes habrian
llegado a la membrana apical en niveles equivalentes a la proteina salvaje. Los valores
obtenidos luego de deconvolucionar se mantuvieron el mismo orden. Por consiguiente, el
analisis de los mutantes en el sistema celular disefiado mostré que estos cambios no afectarian
la llegada de la proteina a la membrana celular, al menos al nivel de sensibilidad que permite

detectar este sistema.

Uno de los efectos que podria evaluarse es si estos clusters afectan de alguna manera los
niveles de ARNm o incluso de la proteina. Consideramos la posibilidad de evaluar el nivel de
expresion de la proteina a partir de la medida de la intensidad absoluta de “CFTR en toda la
célula”. Sin embargo, dado que los pardmetros de adquisicién de las imagenes fueron
ajustados de tal manera que el rango de valores de pixel se ajustara con el rango de
intensidades del CFTR para cada célula, estos valores absolutos de intensidades no pueden ser

comparados en forma directa.

También se considerd evaluar el nivel de expresidon por Western Blot. Lamentablemente, dado
el bajo nivel de la eficiencia de transfeccion, no es posible emplear esta metodologia, al menos
utilizando esta linea celular. Podrian evaluarse otras lineas, con mayores niveles de eficiencias
de transfeccion para wtCFTR, con el fin de presentar suficiente numero de células

transfectadas que permita evaluar por esta aproximacion el nivel de expresion.

La conservacion de estas regiones a lo largo de Primates (y en muchos casos su conservaciéon
en los mamiferos analizados), y los hallazgos previos de cambios funcionales luego de
mutaciones sindnimas, justifica extender el andlisis funcional de estas variantes del CFTR

empleando otras metodologias.
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6. Conclusiones y perspectivas
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En este trabajo se presenta el estudio de las mutaciones mas frecuentes causantes de FQ en
Uruguay, discerniendo entre las distintas formas de presentacion de la enfermedad. Tal como
lo establece el Consenso Europeo de FQ, mutaciones con una frecuencia superior al 0,5%,
deben ser incorporadas en la primer busqueda de mutaciones en pacientes con sospecha de
diagndstica de FQ [12]. Segun nuestro estudio, este es el caso para las mutaciones pF508del,

G542X, R334W, R1162X, N1303K'y 2789+5 G>A en Uruguay.

Consideramos que los resultados obtenidos contribuirdn al desarrollo de un algoritmo de
diagndstico molecular apropiado a nuestra poblacidén y podrd reportarse un valor mas preciso
de la sensibilidad clinica de cualquier sistema de deteccion de mutaciones. Asi podrdn
disminuir los resultados moleculares de dificil interpretacion y los costos del estudio
molecular. Creemos que la disponibilidad de esta informacion contribuird a optimizar la
busqueda de mutaciones en individuos con sospecha clinica de FQ, pudiendo ofrecer un
tratamiento adecuado, mejorando el prondstico del paciente y brindando asesoramiento
genético en familias afectadas. Disponer de esta informacién sera particularmente relevante

en la aplicacién de la Pesquisa Neonatal de FQ en Uruguay.

En este trabajo se diseiid, puso a punto y validé un sistema cuantitativo que permite, a partir
del analisis de diez células por condicién por experimento, obtener resultados concluyentes
acerca de la consecuencia de una mutacion en la localizacidn del CFTR. Este sistema no es solo
capaz de determinar si una variante compromete o no la llegada de la proteina a la membrana
celular, sino que ademds es capaz de detectar mutaciones que afectarian la llegada a la
membrana celular en forma parcial. Empleando este sistema se pueden analizar las
mutaciones de consecuencias desconocidas encontradas en individuos con FQ y en

Desdrdenes Asociados al CFTR.

A su vez, el hallazgo de regiones con frecuencia de codones conservadas en el CFTR, sugiere
una implicancia funcional, y por lo tanto mutaciones sindnimas en el CFTR deben ser

consideradas con atencion.

La FQ es una enfermedad multi-organica heterogénea en la que el fenotipo es explicado por un
continuo de sintomas. Existe una gran dificultad para establecer el diagnéstico clinico y
molecular de la enfermedad. En este estudio se evidencian las dificultades del diagndstico
adicionales en nuestro pais producto de no disponer la técnica de la Diferencia de Potencial

Nasal, lo que dificulta vincular una disfuncién del CFTR al fenotipo clinico.

Las correlaciones clinicas, paraclinicas y moleculares evidenciadas en este estudio deben ser
consideradas durante el proceso diagndstico de FQ. Consideramos que las herramientas

presentadas en este trabajo contribuiran a simplificar el diagndstico molecular de FQ en
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nuestro pais, y a entender mas acerca del efecto de las variantes del CFTR aun no

caracterizadas funcionalmente.

La perspectiva inmediata es difundir los resultados de este trabajo. Los hallazgos de las
mutaciones mas frecuentes encontradas en pacientes de FQ en Uruguay seran publicados para
gue se encuentren a disposiciéon de la comunidad médica y de pacientes y familias afectadas

de nuestro pais.

Los datos epidemioldgicos recolectados en este estudio, si bien no fueron suficientes para
poder estimar la prevalencia de FQ en Uruguay, se pondran a disposicion para cualquier
estudio que tenga como objetivo conocer mas acerca de la epidemiologia de esta enfermedad

en nuestro pais.
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8. Anhexo



Tabla 1. Tabla de uso de codones de Primates analizados.
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Frecuencia de aparicion™

—

AUU AUCE ALA* AUG

uuu

Callithrix jacchus 18,10
Garilla gorilla 1795
Hama saplans 1704
Microsebus murinus 18,71
Mazara mulatta 1805
Otollamur gamnett 1855
Pango abelil wn
Pan trogladytes 17,80

uue

19,08
1904
1M
1929
1931
1875
1930
1932

uua®
856
254
153
780
g41
890
&a7
837

G
1332
1337
1289
12,84
1333
1402
13,0
1332

cuu

1404
1380
R
1282
1371
1841

1378

cue

1841
1847
1942
19,08
1845
178

1872

cua*
733
738
5}
6,54
743
817
7.5
73

fulict
3748
47

.55
3.5
35,15
3882
3815
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157%
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15,3
lggs
1740
18,17

54

1954
1974
0,0
20491
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a0,0m
2004
19,88

812
£07
745
144
R
242
182
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1.3
2123
2152
2057
141
2158
FARE]
157

Guu
1183
1.4
10,8
1080
1143
119
1127
115

GUa*
108
141
.10
LR
158
209
734
148

GUGE ucu

39
)5
nA
283
na
2,50
na
nn

18,05
1500
1545
15,08
1544
1595
1542
1554

uee
1701
17z
1785
1791
17,19
15,55
1750
5

uea

1347
13,03
12,47
1182
20
1344
1273
1275

ues
4.1
1430
4481
512
443
357
15
444

AGU
13
130
1234
115
R
pEE
1ne

GCU ©OC oA COG ACU ACCE ACA ACG* GOU GOC GOA GOG  UAU  UAC  UAA UAG UGA CAL  CAC CAA CAG | UGG
Collithrijocchus 1827 1874 1742 §51 1375 17,59 1587 5% 1898 2609 1675 £54 1275|1457 048 037 Q78 1144|1471 1303 3403 1231
Garilla gorilla 1833 1913 17,84 SA2 13483 17480 1542 571 1875 2448B 1855 &75 1252 1445 045 035 078 1130 1441 1308 3405 12,14
Homa s aplans 108 2021 17,20 740 1318 1840 1497 505 1840 2R04 1603 TEE 1205 1477 030 08 105 1007 1503 1257 40 1152
Microcsbusmurins 1730 2054 1549 784 1287 1853 1439 595 1790 2848 155 E0S 113 1557 041 03¢ 078 1004 1585 1239 3% 1200
Mosgs mulams 1797 1918 1740 £33 1343 1070 1528 385 1840 705 1545 73 1357 147 051 040 08 1125 148 1280 M08 1031
Otallemur garetti 1872 1735 1802 535 1438 1735 1542 529 1970 2237 158 531 12391 1470 045 033 071 1148 1830 1355 M1 113
Pango abelii 1811 1974 1754 7,10 13,39 1822 1538 5497 1R43 42 182 723 1273 1470 042 034 078 1097 1500 1288 3440 1212
Pantraglodytes 1725 1908 1735 £83 133 1778 1541 580 1875 2588 1553 712 1350 1672 053 042 080 1133 W77 1301 3407 1231
AAn | AAG | GAU | GAC | GAA | GAG | UGU | UGC | CGU*| OGC | CGA®| CGG | AGAH| AGG | GGU | GGC | GGA | GGG | AU | AAC
Calithrivjorchus 25,45 3145 331 2670 3208 M3 103 1183 43 043 &4 105 1185 1180 1107 100 1720 1550 1837 183l
Gorilly gorilla 2850 3193 2318 2475 3177 38497 1454 11495 448 959 &2 1087 1258 1184 1100 21,35 1703 1583 1814 1R72
Haomao saplens 2453 3149 2202 24R9 MBS 3080 1051 1259 454 1051 423 1149 1318 1210 10487 58 1570 1583 1599 1833
Microsebusmurinus 2527 3240 2143 2721 3052 4058 943 1248 425 1024 414 1149 11R5 11483 1011 2287 1802 1847 1855 19283
IMacaca mulatta 25492 3149 2283 2492 3110 3813 1447 1208 452 945 &3 1120 1240 1184 1089 2158 1887 15BR 1743 1RR3
Otollemurgametti 2745 3227 2441 2498 3337 3800) 1081 1130 480 827 65 1002 1301 1158 1110 1938 1712 1512 1859 183
Pango abelii 2549 31% 2245 25,14 31040 3842 1037 1230 443 1011 414 1130 1217 1183 1049 2213 1847 1807 1771 1RR§
Pontragladytes 2501 3179 312 2487 3144 3835 1070 1219 440 980 531 1108 1252 1181 1080 1157 1705 1585 1807 1875
Se indica en los aminoacidos modificados el coddn salvaje con “*” y el coddn variante con “#”.
Tabla 2. Correlacién de %MinMax entre Primates estudiados.
G.gorilla H.sapiens  P.troglodytes  P.abelii M. mulatta  C jocchus  O. gornetti
Gorilla gorilla
Homo sapiens 0,95
Pan troglodytes 0,86 0,87
Pongo abelii 0,92 091 0,84
Macaca mulatta 0,89 0,89 0,82 0,90
Callithrix Jacchus 0,77 073 0,66 0,73 0,74
Otollemur garnetti 0,52 0,50 0,47 0,52 0,50 0,43
Microcebus murinus 0,67 0,8 0,62 0,69 0,64 0,54 0,52




Tabla 3. Macro generado en ImageJ para cuantificar CFTR en membrana apical y CFTR en toda la célula
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selectWindow("cftr.tiff");

run("Reslice [/]..., "slice=0.126 start=Top");

run("Duplicate..., "title=[Reslice of cftr-1] duplicate range=");
selectWindow("Reslice of cftr"):

selectWindow("Reslice of cftr-1");

run("Auto Threshold”, "method=0tsu white stack");
imageCalculator("AND create stack", "Reslice of cftr"'Reslice of cftr-1");
selectWindow("Result of Reslice of cftr");

selectWindow("apical tiff");

run("Reslice [/]..., "slice=0.126 start=Top");

run("Auto Threshold”, "method=0tsu white stack");
selectWindow("Result of Reslice of cftr"):

imageCalculator("AND create stack", "Result of Reslice of cftr')'Reslice of apical");
selectWindow("Result of Result of Reslice of cftr");

run("Z Project.., " projection=[Sum Slices]");

selectWindow("Result of Reslice of cftr");

run("Z Project.., " projection=[Sum Slices]");
selectWindow("SUM_Result of Result of Reslice of cftr");

run("Set Measurements..", " integrated redirect=None decimal=2");
run("Measure");

selectWindow("SUM_Result of Reslice of cftr");

run("Measure");

Las imagenes correspondientes al canal de CFTR fueron denominadas “cftr”, y las correspondientes a la
marca de gp135, “apical”.
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Tabla 4. Uso de codones canino [125].

uuu uuc UUA* uuG AUCH AUA= AUG
17.1 4.4 5.8 11.8 25.7 7.2 22.7

GUU GucC GUA* GUG" ucu ucc UCA ucG AGU AGC ccu Cccc
9.3 17.2 6.5 31.0 13.8 18.4 9.8 4.6 10.8 18.9 15.6 20.4

Cca Cca ACU ACCT ACA ACG* GCU GCC GCA GCG UAU UAC
14.6 7.0 12.3 214 14.2 7.2 17.2 30.3 13.7 79 11.5 17.5

UGA CAU CAC CAA CAG UGG AAA AAG GAU GAC
1.1 5.0 14.1 11.0 32.6 13.8 22.2 33.9 19.7 26.2

Se indica en rosa los aminoacidos cuyos codones fueron modificados. Se indica con “*” el coddn salvaje, y
con “#” el coddn variante. A excepcion de arginina, todos los aminoacidos cambiados presentan
conservado el uso de codones con respecto a humanos.
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Figura 1. Puesta a punto de parametros de deconvolucidn. Se observan planos xz (arriba) y xy
(abajo) para una célula expresando GFP-wtCFTR, y los perfiles de intensidades normalizados para
un vector trazado en uno de los planos. Para ambos casos, se puede visualizar que la
deconvolucién con 500 iteraciones, quality threshold (“umbral de calidad”) de 0,001 y relacién
sefial ruido (SN) de 20, produce una mejor restauracion de la intensidad, con valores mas elevados
y picos mas finos, indicando que la sefial se estaria concentrando en una regién mas restringida.
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