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RESUMEN

La Fibrosis quistica es la enfermedad autosémica recesiva mas
comun en la poblacion blanca y se caracteriza por la obstruccion
de conductos, principalmente en pulmon, pancreas y tracto
genital. Se presenta en uno de cada 2000 a 2500 nacidos vivos y
tiene una frecuencia de portadores de uno cada 20 a 25 nacidos
vivos. La enfermedad es causada por diferentes mutaciones en el
gen regulador de la conductancia transmembrana de la fibrosis
quistica (CFTR). La mutacion mas frecuente en el gen CFTR es
la delecion de tres pares de bases (CTT) denominada F508. Este
trabajo se realizo con el fin de estandarizar la técnica de
mutagénesis dirigida mediante PCR (PSM) para la deteccion
de.]la mutacion F508 en pacientes con fibrosis quistica. El
método utilizado fue validado mediante secuenciacion del DNA
del exoén 10 en todos los individuos. Mediante este analisis
genético se detectaron seis individuos con las mutaciones F508 e
[507. El método implementado en nuestro laboratorio podria
servir para realizar un sondeo poblacional de portadores de
mutaciones parala FQ.

Palabras clave: Fibrosis quistica, F508, PSM, sitio de
restriccion.

INTRODUCCION

La fibrosis quistica (FQ) es la mas comin de las
enfermedades autosomicas recesivas en la poblacion de
raza blanca. Se presenta en uno de cada 2.000- 2.500

ABSTRACT

Cystic fibrosis is the most common autosomal recessive disease
in the Caucasian population and is characterized by obstruction
ofpassages, especially of the lungs, pancreas, and genital tract. It
presents in 1 of every 2000 to 2500 live births, and 1 of every 20
to 25 newborns are carriers. The disease is caused by different
mutations of the cystic fibrosis transmembrane conductance
regulator (CFTR) gene. The most common mutation in the
CFTR gene is the deletion of three base pairs (CTT) known as
F508.0ur study was performed for the purpose of standardizing
PCR-mediated site-directed mutagenesis (PSM) for detection of
the F508 mutation in patients with cystic fibrosis. The method
used was validated by DNA sequencing of exon 10 in all
individuals. This genetic analysis detected 6 persons with F508
and [507 mutations. The method used in our laboratory could be
useful for carrying out a population survey for carriers of the
mutations for cystic fibrosis.

Keywords: Cystic fibrosis, F508, PSM, restriction site.

nacidos vivos y tiene una frecuencia de portadores de uno
cada 20-25 nacidos vivos". Se caracteriza clinicamente
por la obstruccion de los conductos en el pulmon,
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pancreas y tracto genital, principalmente debido a que el
tejido epitelial de los 6rganos afectados se resiente por su
incapacidad de transportar eficientemente el cloruro a
través de lamembrana celular®”.

El gen relacionado con la enfermedad reside en el
cromosoma 7 q31-32 y codifica para una proteina llamada
proteina reguladora de la conductancia transmembrana de
laFQ (CFTR). Las mutaciones en el gen CFTR resultan en
la falta de proteina funcionalmente activa. La mas
frecuente es la delecion F508, pero se han descrito mas de
1500 mutaciones posibles que varian ampliamente segiin
el origen étnico y la localizacién geografica de cada
poblaciéon". La delecion F508 consiste en una delecion de
3 pares de bases (CTT) en el exon 10, que resulta en la
pérdida de un aminoacido (fenilalanina) en la posicion
508 de la proteina®. Como consecuencia de esta delecion
se genera una proteina CFTR que no se pliega de manera
normal y acaba siendo degradada por la célula”.

La frecuencia de la delecion F508 varia entre un 70% en
paises del norte de Europa y valores cercanos al 50% en
Espafia y paises limitrofes como Argentina. Debido al alto
porcentaje de mutaciones que cubre la delecion F508, mas
del 50% de los cromosomas fibroquisticos'”, y a la falta de
diagnoéstico molecular en los pacientes que padecen
enfermedad fibroquistica en el Paraguay, es de gran
importancia detectar esta alteracion como apoyo al
diagnéstico clinico y también como tnica via de deteccion
de portadores. El conocimiento del genotipo es también
de utilidad para la prediccidén de ciertas caracteristicas
fenotipicas, como la funcion pancreatica (correlacion
genotipo-fenotipo) y la categorizacion de pacientes para
el disefio e implementacion de futuras estrategias
terapéuticas”.

Nuestro propdsito fue implementar una técnica que
permita la deteccién de la mutacion F508, para luego
aplicarla al diagnodstico de posibles afectados y sus
familiares. La metodologia empleada se denomina
mutagénesis dirigida mediante PCR (PSM), fue
desarrollada por Roqué y colaboradores” y se basa en la
posibilidad de introducir mutaciones puntuales durante la
reaccion de PCR. Los cambios de secuencia se eligen de
modo que generen sitios de reconocimiento para enzimas
de restriccion sélo en un alelo especifico. La técnica fue
introducida por Haliassos y colaboradores”” en Francia
para larapida deteccion de mutaciones en el oncogénras y
fue aplicada a la FQ por Friedman y colaboradores "

La estrategia empleada consistid en utilizar un cebador 5'
con un cambio puntual en una base que linda con la
mutacion F508. Este cambio introduce un sitio de corte
para la enzima Mbo! (5'GATC3') en el alelo sano, que no
aparece en el alelo con la delecion F508 por no

completarse la secuencia de corte. Para el extremo 3' se
utiliza un cebador que permite abarcar en el producto de
amplificacion un sitio de corte constitutivo que sirve
como control interno de la actividad de la enzima de
restriccion. La implementacion de esta metodologia nos
permitié detectar portadores para las mutaciones F508 y
1507.

MATERIALY METODOS

Poblacién: Para la puesta a punto de la metodologia se
obtuvo el consentimiento de siete pacientes con fibrosis
quistica del Programa de Prevencion de la Fibrosis
Quistica y del Retardo Mental, Ministerio de Salud
Publica y Bienestar Social (MSPyBS). En los casos de
menores de edad, el consentimiento fue dado por sus
padres. Como criterio de inclusion se consider6 a posibles
portadores de la mutacion F508 con un claro diagndstico
clinico de fibrosis quistica.

Diagnéstico Genético: Se obtuvo ADN gendmico a partir
de sangre total extraida con EDTA como anticoagulante
utilizando el kit Qiamp DNA Blood Mini (Qiagen). El
ADN resuspendido en agua se amplifico con los
cebadores CFTR Fwy CFTR Rv (Figura 1). El programa
de amplificacion se realizo en un termociclador con 25-40
ciclos (1 minuto: 94°C, 2 minutos: 50°C, 1 minuto, 72°C).

Secuencia del exén 10 préxima al codén 508

Normal 5" ACCATTAAAAGAAAATATCATCTTTG...
DF508 5" ACCATTAAAAGAAAATATCATTG...
CFTRfw 5" ACCATTAAAAGAAAATATGAT3'

Productos de amplificacion y cortes con Mbol

Normal (262pb)

17 pb v 201 pb 44 ph
S’ACCATTAAAGAAAATATGATCTT weverernrrnersanseans AATGGATC ..covvriunnes GCA3Y
Mutado (259 pb)

215 pb v 44 pb
SACCATTAAAGAAAATATGATTG ..ovevereeeierenens AATGGATC covrerrrenees GC3’

Figura 1. Esquema de la técnica PSM para la deteccion de la mutacion
DF508.

El método introduce un sitio de corte para la enzima Mbol en el alelo sano
que no esta presente en el alelo con la delecion DF508. Esta diferencia hace
que el producto de amplificacion luego del corte con la enzima sea 14 pb
mas pequeno en el alelo sano que en el enfermo. Como control de corte de
la enzima, el producto de amplificacion incluye un sitio de corte para Mbol
que liberaun segmento de 44 pb.

Digestion enzimatica: Para la digestion enzimatica, se
incubd una alicuota del producto de amplificacion con la
enzima de restriccion Mbol (New England Biolabs).

Las muestras se corrieron en un gel de agarosa NuSieve
3:1 (Lonza) al 4%. Los geles fueron visualizados con el
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reactivo EZ-Vision (Amresco) bajo luz ultravioleta.
Secuenciacion de DNA: Con el fin de comprobar la
validez del método utilizado, el DNA amplificado por
PCR del ex6n 10 de todos los individuos fue secuenciado
en un laboratorio homologado para el estudio molecular
del gen CFTR (Hospital Ramoén y Cajal, Madrid).

RESULTADOS

En una primera etapa, el objetivo fue estandarizar la
técnica utilizando ADN de un individuo sano y un
portador de la mutacion F508. Se determinaron las
condiciones 6ptimas para la amplificacion del exon 10 del
gen CFTR por PCR, los productos sin cortar se muestran
en la Figura 2a. Se puede observar claramente una banda
correspondiente al exon 10 del gen CFTR en ambos
individuos (S y P1). El tamafio de la banda es de 262 pb
(pares de bases) en el caso del alelo sano y de 259 pb en el
alelo con la mutacion F508. Sin embargo, el tamafio del
gel y las condiciones de corrida no son suficientes para
detectar esta pequena diferencia. Luego del corte con la
enzima de restriccion, todas las bandas disminuyen de
tamafio, indicando que la enzima ha cortado el 100% del
producto de amplificacion. En la Figura 2b se puede
comprobar que las bandas correspondientes al alelo sano'y
al mutado se separan, dando dos bandas ahora
diferenciables. Los alelos con la delecion F508 no
presentan sitio de corte para Mbol y, por lo tanto, migran
por encima del alelo sano. El tamafio de los fragmentos
después del corte es de 201 pb en el caso del alelo normal y
215 pbenel del alelo mutado.

Intacto Digerido
@ TP M b. 5P M

Figura 2. PCRy digestion con Mbol.

a) Resultado de la PCR a partir de ADN gendmico. b) Resultado de la
digestion del producto amplificado con la enzima de restriccion Mbol.
Individuo sano (S), paciente fibroquistico portador de la mutacion
DF508 (P1) Marcador (M).

Una vez puesto a punto el método, en una segunda etapa,
se analizo el ADN de otros seis pacientes fibroquisticos
(P2-P7). Se realizd la extraccion ADN de todos los
individuos y se procedi6 a realizar la deteccion de la
mutacion mediante PSM. En el gel de diagndstico
(Figura 3) se puede observar que los pacientes P1, P3, P4
y P6 muestran un patron caracteristico de individuo
homocigota para la mutacion F508. El paciente P2
present6 un patron idéntico al control sano (S), lo cual
sugiere que no presenta la mutacion buscada en ninguno
de los dos alelos del gen CFTR. En el caso de los pacientes
P5 y P7 se observé un patrén correspondiente a un
heterocigota para la mutacion F508, con un alelo mutado
de mayor tamafio y un alelo sin la mutacion que migra
igual que el control sano.

M S P1

P2 P3 P4 P5 P6 P7 M

300 bp-

200 bp-

Figura 3. Diagnostico molecular de pacientes fibroquisticos.

Resultado de la digestion con Mbo! de los productos de PCR de un
individuo sano (S), el control mutado (P1) y de otros seis pacientes
fibroquisticos (P2-P6). M: marcador de tamafio.

Los resultados de la secuenciacion de exén 10 del gen
CFTR confirmaron los obtenidos por PSM, a excepcion
del paciente P1 (Tabla 1). Dicho individuo presenta
patron correspondiente a un homocigota para mutacion
F508 segtin latécnica de PSM, mientras que los resultados
de la secuenciacion demostraron que se trata de un
heterocigota F508/I507. Mediante el analisis de la
secuencia de los mutantes F508 y 1507 se comprobd que la
estrategia utilizada no permite discriminar las mutaciones
F508y 1507 (Figura4).

Tabla 1. Resultados del diagnostico molecular.

Individuo Delecion DF508
S -/
P1 +/-
P2 -
P3 +/+
P4 +/+
P5 +/-
P6 +/+
P7 +/-
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Secuencia del exén 10 préxima al codén 508

Normal 5" ACCATTAAAAGAAAATATCATCTTTG...
DF508 5" ACCATTAAAAGAAAATATCATTG...
DF507 5’ ACCATTAAAAGAAAATATCTTTG...
CFTR fw 5" ACCATTAAAAGAAAATATGAT3’

Productos de amplificacion y cortes con Mbol
Normal (262pb)

17 pb 201 pb v 44pb
S’ACCATTAAAGAAAATATGATCTT eereeevnesassmssnnns AATGGATC ..cueevnnnnnn GCA3’
DF508 (259 pb)

215pb v 44pb
S5’ACCATTAAAGAAAATATGATTG ..o AATGGATC ...vvrersunns GC3’
DF508 (259 pb)
215 pb ¥ 44pb
SACCATTAAAGAAAATATGTTG eoeececceeeeene AVAY[CTET | o — GC¥

Figura 4. Interferencia de lamutacion 1507 en la deteccion de la DF508.
El método introduce un sitio de corte para la enzima Mbol en el alelo
sano que no esta presente tanto en la delecion DF508 como en 1a 1507, de
tal manera que el producto de amplificacion luego del corte con la
enzima tiene el mismo tamafio en ambos mutantes.

DISCUSION

Dado que hay tantas mutaciones distintas registradas en el
gen CFTR, es de gran utilidad la existencia de una alta
diversidad de técnicas para el analisis genético. El método
empleado en el presente estudio es pues una alternativa a
otros métodos costosos y complejos que requieren
corridas en geles de alta resolucion o hibridaciéon con
oligoalelos especificos para la deteccion de mutaciones.
La técnica de PSM tiene la ventaja de poder ser aplicada
no s6lo para la deteccion de esta delecion sino también
para cualquier otro tipo de mutacion presente en este gen.
Sobre la base de los resultados obtenidos, se podria
deducir que 6 de los 7 pacientes analizados son portadores
de la delecion F508. De entre las 14 posibles mutaciones
se detectaron 9 correspondientes a la F508, una cifra que
se corresponde con lo que cabria esperar teniendo en
cuenta que mas del 50% de los cromosomas fibroquisticos
tienen la mutacion DF508. Es importante aclarar, sin
embargo, que esto no pretende ser un estudio de
frecuencia de la mutacion F508 en la poblacion
paraguaya, ya que se han seleccionado fenotipos graves y
es logico que se detecten mutaciones de clara influencia en
el fenotipo.

En los resultados obtenidos se comprobd que la técnica
desarrollada por Roqué y colaboradores"” permite
discriminar el alelo sano del alelo con la mutacion F508.
Sin embargo, esta estrategia no es especifica para la
identificacion de la mutacion F508, tal como se comprobo
en el caso de individuo heterocigota F508/I507. Por esta

razoén, se propone la incorporacion de una segunda
prueba, especifica para la mutacion 1507, sélo para
aquellos individuos positivos para mutacion F508
(Figura 5). La estrategia consiste en utilizar un cebador 5'
con un cambio puntual en una base que linda con la
mutacion [507.

Secuencia del exon 10 proxima al codén 507

Normal 5'GCCTGGCACCATTAAAGAAAATATCATCTTTG...

DF508 5 GCCTGGCACCATTAAAGAAAATATCATTG...

DI507 5" GCCTGGCACCATTAAAGAAAATATCTTTG...

CFTR fw 5" GCCTGGCACCATTAAAGAAAAGATC3’

Productos de amplificacion y cortes con Bglll

Normal
181 pb
5" GCCTGGCACCATTAAAGAAAAGATCATCTT weereevvmvnnennnenns

DI507
21bp 157 pb
5" GCCTGGCACCATTAAAGAAAAGATCTTG .ocvvveeiciiines

DF508
181 pb
5' GCCTGGCACCATTAAAGAAAAGATCATTG ..o

Figura 5. Esquema de la técnica PSM para la identificacion de la
mutacion 1507.

El método introduce un sitio de corte para la enzima Bg/// en el alelo con
ladeleccion I507 que no estd presente en el alelo sano ni en el el alelo con
la delecion DF508. Esta diferencia hace que el producto de
amplificacion luego del corte con la enzima sea 24 pb mas pequerio en el
alelo conladelecion1507.

Este cambio introduce un sitio de corte para la enzima
Bglll (5'AGATCT3') en el alelo con la delecion 1507que
no aparece en el alelo con la delecion F508 ni en el alelo
sano. De esta forma, utilizando otra variante de la técnica
de PSM, se podria discriminar las mutaciones F508 e
1507. Es importante destacar que el problema de la falta de
discriminacién se veria minimizado por la gran
diferencia, del orden de 50 veces, de frecuencia entre
ambas mutaciones en otras poblaciones.

En aquellos individuos en que el método utilizado no
detect6 la presencia de dos mutaciones, se procedid a
hacer un barrido en 17 de los 27 exones del gen CFTR, en
los que se ha detectado mas frecuentemente mutaciones
FQ, mediante la técnica de DHPLC (Denaturing High
Performance Liquid Chromatography)'”. En el
individuo P7, heterocigoto para F508, se detectd la
presencia de la mutacion 4005+1G>A, situada en el
primer nucleétido del exén 20. Esta mutacion se ha
detectado, con baja frecuencia, en diferentes poblaciones
europeas, y cuando aparece en combinacion con F508del,
provocaun fenotipo grave.
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A fin de definir el espectro mutacional de la FQ en nuestro
medio, seria de mucha importancia realizar analisis
poblacionales de tipos y frecuencias mutacionales
presentes en los pacientes fibroquisticos de Paraguay.
Ademas, seria necesario realizar un sondeo poblacional de
portadores de las mutaciones mas frecuentes que
permitiria definir mejor el riesgo real de FQ en la
poblacion. Estos datos permitirian pronosticar con mayor
exactitud los riesgos de herencia y desarrollo de la
enfermedad en familias fibroquisticas. La técnica puesta a
punto en nuestro laboratorio serviria para realizar un
sondeo poblacional de portadores de mutaciones para la
FQ, paso siguiente a encarar por nuestro equipo.

Seria muy Ttil poder continuar con los estudios de otras
mutaciones del gen CFTR en estos mismos pacientes para
poder correlacionar los hallazgos clinicos con las
diferentes combinaciones asociadas de otras mutaciones
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