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ABSTRACT

Cystic fibrosis is a common recessive disease in the Caucasian population. Mutations in the cystic fibrosis
transmembrane conductance regulator (CFTR) gene can cause damage to the protein it encodes. Seven
mutations are directly analyzed in Cuba, representing 55,5 % of the pathogenic allelic variants in cystic
fibrosis patients. The high allelic heterogeneity of this gene and its varied phenotypic expression make it
vitally important to detect a greater number of genetic variants that cause the disease. With this data,
patients can receive better genetic counseling and personalized treatment that would improve their quality
of life. It is therefore necessary to search for new variants to complete the diagnosis. The objective of this
work was to identify new genetic variants in the CFTR gene and confirm the clinical diagnosis of Cystic
Fibrosis. Twenty-one patients clinically diagnosed as cystic fibrosis by the National Medical Genetics Network
or identified as positive through the Neonatal Screening Program were analyzed. Eleven real-time polymerase
chain reaction assays were performed on the isolated DNA, followed by high-resolution dissociation curve
analysis. The amplification of these eleven fragments covered the five exons of the gene with the highest
number of described mutations and the adjacent intronic regions. Subsequently, the samples that showed
changes in the curve pattern were sequenced. Five mutations were detected: one pathogenic, two of
uncertain significance, one benign, and one with conflicting clinical significance. Point genetic variants
were identified in four of the five exons analyzed. The real-time polymerase chain reaction - high resolution
melting curve technique proved useful for searching for point mutations along the CFTR gene sequence,
which, in combination with Sanger sequencing, will allow for the identification of new variants in the Cuban
population.

Keywords: CFTR; Cystic Fibrosis; HRM; Sequencing.
RESUMEN

La fibrosis quistica es una enfermedad recesiva frecuente en la poblacion caucasica. Las mutaciones en el
gen regulador de la conductancia transmembrana de la fibrosis quistica (CFTR) pueden provocar dafios en la
proteina que este codifica. En Cuba se analizan directamente siete mutaciones, lo que representan el 55,5
% de las variantes alélicas patogénicas en los pacientes fibroquisticos. La alta heterogeneidad alélica de
este gen y su variada expresion fenotipica hacen que resulte de vital importancia la deteccion de una mayor
cantidad de variantes genéticas que causen la enfermedad. Con estos datos los pacientes pueden recibir un
mejor asesoramiento genético y obtener un tratamiento personalizado que mejoraria su calidad de vida.
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Resulta necesario, por tanto, la biusqueda de nuevas variantes para completar el diagnostico. El objetivo
de este trabajo fue identificar nuevas variantes genéticas en el gen CFTR y confirmar el diagnostico clinico
de Fibrosis Quistica. Se analizaron 21 pacientes diagnosticados clinicamente como fibroquisticos por la Red
Nacional de Genética Médica o identificados como positivos a través del Programa de pesquisa neonatal. A partir
del ADN aislado se realizaron once ensayos de reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real seguidos
del analisis de curvas de disociacion de alta resolucion. La amplificacion de estos once fragmentos abarco
los cinco exones del gen con mayor cantidad de mutaciones descritas y las regiones intronicas adyacentes
a ellos. Posteriormente, las muestras que presentaron cambios en el patron de la curva se secuenciaron.
Fueron detectadas cinco mutaciones, de ellas: una patogénica, dos de significado incierto, una benigna y una
con conflicto en su significacion clinica. Se identificaron variantes genéticas puntuales en cuatro de los cinco
exones analizados. La técnica de reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real - curva de disociacion
de alta resolucion demostro su utilidad para la busqueda de mutaciones puntuales a lo largo de la secuencia
del gen CFTR, que en combinacion con la secuenciacion Sanger permitira identificar nuevas variantes en la
poblacion cubana.

Palabras clave: CFTR; Fibrosis Quistica; HRM; Secuenciacion; Variantes.

INTRODUCCION

La fibrosis quistica (FQ) es una enfermedad autosémica recesiva frecuente en la poblacion caucasica. Se
presenta con una incidencia de aproximadamente 1/5 000 recién nacidos vivos y se estima que uno de cada
25 individuos es portador sano de una mutacion.” En América Latina la incidencia de FQ sigue siendo dificil
de estimar en la mayoria de los paises. Lo cual se debe a la falta de registros y de programas de deteccion de
FQ a recién nacidos, asi como a la alta mezcla étnica de la poblacion. Se plantea que la FQ afecta entre 1:1
600y 1:14 000 RN en América Latina.® En Cuba al igual que en el resto de Latinoamérica se observa una gran
heterogeneidad, como es de esperarse por el origen étnico de la poblacion. Sin embargo, en 2015 se publico un
registro de todos los pacientes con diagnostico conocido de FQ, con el cual ha podido estimarse una incidencia
de aproximadamente 1 en 9 862.¢%

Es una enfermedad multisistémica y progresiva con expresividad muy variable. Este padecimiento es
ocasionado por mutaciones en el gen regulador de la conductancia transmembrana de la fibrosis quistica (CFTR,
por sus siglas en inglés), el cual codifica para una proteina transmembranal que participa en el transporte de
cloro (Cl). La pérdida de su funcion causa un defecto en el transporte de electrélitos en la membrana apical
de las células epiteliales alterando la funcion secretora en diferentes érganos y tejidos.® En Cuba se crea la
Comision Nacional de Fibrosis Quistica (CCFQ), para entre otras funciones brindar la mejor atencion al paciente
y sus familiares.® A partir de los afos 80 se inicia el diagndstico molecular de la FQ en el laboratorio de biologia
molecular del Centro Nacional de Genética Médica (CNGM).©

Debido al gran nimero de mutaciones que existen de FQ y la variabilidad observada en la expresion fenotipica,
los investigadores han intentado establecer relaciones genotipo-fenotipo. Ha sido posible predecir con alta
fidelidad la gravedad del fenotipo a nivel de 6rganos a partir del genotipo con respecto al conducto sudoriparo, el
pancreas y el sistema reproductivo. Lo anterior ha llevado a la nocion de que tanto las interacciones ambientales-
pulmonares como los antecedentes genéticos del individuo contribuyen sustancialmente a la gravedad de la
enfermedad pulmonar con FQ.” Las manifestaciones clinicas de la FQ causadas por una combinacion particular
de mutaciones puede variar, quizas debido a los efectos de los modificadores genéticos.®

Esta enfermedad se diagnostica en muchos paises mediante la pesquisa neonatal. Sin embargo, existen
lugares en las que el diagnostico se basa solamente en un grupo de manifestaciones clinicas, concentraciones
elevadas de cloruro en el sudor o deteccion de mutaciones en el gen CFTR.®

En Cuba con el fin de detectar tempranamente la enfermedad se desarrollo la aplicacion de la pesquisa
neonatal a nivel nacional a partir del 2019, donde se mide la concentracion de la enzima tripsina inmunoreactiva,
en los recién nacidos. En la actualidad en el CNGM es posible detectar 7 mutaciones (F508del, G542X, R1162X,
R553X, R334W, 3120+1G>A, G85E) mediante la realizacion de PCR alelo especifico y PCR-RFLP (polimorfismos
de longitud de fragmentos de restriccion). Estos estudios permiten detectar el 55,5 % de las variantes alélicas
patogénicas en los pacientes fibroquisticos cubanos.® La alta heterogeneidad alélica de este gen y su variada
expresion fenotipica hacen que resulte de vital importancia la deteccion de una mayor cantidad de variantes
genéticas que causen la enfermedad. Con estos datos los pacientes pueden recibir un asesoramiento genético
completo y obtener un tratamiento personalizado que mejoraria su calidad de vida. Es por ello, que en el
laboratorio de biologia molecular del CNGM, recientemente, se estandarizaron 11 ensayos de reaccion en
cadena de la polimerasa en tiempo real - curva de disociacion de alta resolucion (QPCR-HRM) para la busqueda
de mutaciones en las regiones codificantes del gen CFTR, asi como en las regiones intronicas adyacentes a
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estas. Al disponer de estos ensayos se comenzo la busqueda de variantes genéticas en el gen CFTR. El objetivo
fue identificar nuevas variantes genéticas en el gen CFTR y confirmar el diagnostico clinico de Fibrosis Quistica.

METODO

El universo de estudio estuvo conformado por 21 pacientes cubanos atendidos por genetistas de la Red
Nacional de Genética Médica y especialistas de la Comision Nacional de Fibrosis Quistica, durante el ano
2019. La investigacion fue aprobada por el Comité de ética del Centro Nacional de Genética Médica y el
consentimiento informado fue obtenido de los pacientes y familiares que conformaron el estudio una vez
explicado el objetivo del mismo y conociendo el caracter confidencial.

Aislamiento de ADN, cuantificacion y normalizacion

Para la extraccion se partié de 2 ml de sangre periférica, a los que se le adicion6 como anticoagulante, acido
etilendiaminotetracético (EDTA). EL ADN genomico fue aislado y purificado por el método de perlas magnéticas
en el equipo automatizado QlAsymphony SP. Se eluy6 en un volumen total de 200 pL y se almacend en el banco
de ADN a -80 °C. Posteriormente, se cuantificaron las muestras utilizando un Nanodrop 1000 y se normalizaron
a una concentracion de 10 ng/pL.

A todas las muestras se les realizé un estudio previo de siete mutaciones del gen CFTR (F508del, G542X,
R1162X, R553X, R334W, 3120+1G>A, G85E), por el método de amplificacion refractaria de mutaciones
especificas" y Reaccion en cadena de la polimerasa y digestion enzimatica.(%'>'¥ Se seleccionaron para el
analisis por PCR-HRM los exones: 4, 8, 11, 14y 20 del gen CFTR, por ser los de mayor nimero de mutaciones
descritas. El exon 14, de mayor tamano, fue dividido en cuatro fragmentos. Los exones 4, 8 y 20 se fraccionaron
en dos amplicones. Mientras que el exon 11 no fue dividido.

gPCR-HRM

En la realizacion de los once ensayos de qPCR-HRM fueron utilizados los reactivos del estuche comercial
Type-it HRM PCR. La mezcla de reaccion se prepard en un volumen final de 25 pL que contenia: 5 uL de ADN
molde, 12,5 pL de Master Mix 2x HRM PCR, 0,5 pL de cada iniciador a concentracion final de 0,4 mM y agua libre
de nucleasa para completar el volumen de la reaccion. Se utilizo el termociclador en tiempo real Rotor- Gene Q
con las condiciones de corrida siguientes: cinco minutos de desnaturalizacion a 95 °C, posteriormente 40 ciclos
a 95 °C por 10 segundos, 30 segundos a 58 °C y 10 segundos a 72 °C con adquisicion en este paso de la sefal
fluorescente en el canal verde. Concluidos los ciclos se continta con: 30 segundos a 95 °C, 30 segundos a 50

°C y por ultimo una rampa desde 65 °C hasta 95 °C, con incrementos de temperatura de 0,1 °C y adquisicién
de la sefal fluorescente en el canal HRM.

En el analisis de HRM se utilizo el programa informatico del equipo, donde se establecieron las regiones de
normalizacion para los once fragmentos amplificados. Las muestras que presentaron cambios en la Tm y/o0 en
el patron de la curva fueron seleccionadas para su posterior secuenciacion.

Secuenciacion de ADN

El producto de PCR fue purificado con el estuche comercial QIAquick PCR Purification (Qiagen), para
eliminar los oligonucleotidos y los desoxinucledtidos trifosfato (dNTPs) libres que interfieren en la técnica.
En la secuenciacion bidireccional por el método de Sanger se empled el estuche comercial GenomelLab Dye
Terminator Cycle Sequencing - Quick Start (BeckmanCoulter). La reacciéon de secuenciacion de ADN se realizo
en un volumen final de 20 pL que contenian: 5 pL del producto de PCR purificado, 8 pL de DTCS - Quick Start
Master Mix y 1 pL del oligonucleotido (directo o reverso) a concentracion final de 0,2 mM. El programa de
amplificacion utilizado fue el general recomendado por el fabricante: 30 ciclos de desnaturalizacion a 96 °C
por 20 segundos, hibridacion a 50 °C por 20 segundos y polimerizacion a 60 °C por 4 minutos, con incubacion
final sostenida a 4 °C. El producto de la reaccion de secuenciacion fue purificado mediante precipitacion con
alcohol, de acuerdo con lo sugerido por el fabricante. La electroforesis de la reaccion de secuenciacion se
ejecutd en el sistema de analisis genético GenomeLab GeXP (BeckmanCoulter).

Andlisis de las secuencias de ADN obtenidas

Los datos obtenidos fueron procesados con el médulo de Analisis de Secuencia del programa informatico
del equipo, Sistema de Analisis Genético GenomeLab (version 11.0.24). Las secuencias fueron comparadas con
la secuencia de referencia del gen CFTR humano (GenBank: NG_016465.4). Se utilizaron las bases de datos:
ClinVar (Genomic variation as it relates to human health), dbSNP (Short Genetic Variations), CFTR1, CFTR2 (The
Clinical and Functional TRanslation of CFTR), CFTR-France Database y CYSMA (Cystic Fibrosis Missense Analysis
Website).

RESULTADOS
Los pacientes pertenecian a varias provincias, existe una representacion del occidente, centro y oriente
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de la Isla. De ellos doce presentaron diagnostico clinico de la enfermedad y nueve fueron positivos al cribado
neonatal.

Tabla 1. Cantidad de pacientes estudiados por provincia

Provincia Cantidad de pacientes
La Habana 2
Matanzas

Cienfuegos
Villa Clara
Las Tunas

Holguin

3
1
1
4
Camaguey 3
3
Santiago de Cuba 3

1

Guantanamo

El analisis de las mutaciones F508del, G542X, R1162X, R553X, R334W, 3120+1G>A, G85E) resulto que cinco
de los casos estudiados resultaron heterocigéticos para la mutacion F508del y uno presenta 3120+1G>A.

Se realizaron los once ensayos de qPCR-HRM para cada muestra. No se detectaron cambios en el patrén de
las curvas en seis de los once fragmentos (4-1, 4-2, 8-2, 14-1, 14-4y 20-2). En el analisis de los fragmentos: 8-1
(figura 1A), 14-2, 14-3 (figura 1 By C) y 20-1 (figura 1D) se detecto, en cada caso, una muestra donde la forma
de la curva y la Tm variaban con respecto al grupo analizado. En el fragmento correspondiente al exon 11 se
encontraron las muestras agrupadas en cuatro patrones de curva diferentes (figura 1E). Uno de estos patrones
coincidio con las cinco muestras heterocigoticas para F508del. De los otros tres patrones se selecciond una
muestra, de cada uno, para secuenciar e identificar la variante presente.
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Figura 1. Curvas normalizadas. A: fragmento 8-1. B: fragmento 14-2. C: fragmento 14-3. D: fragmento 20-1. E: fragmento

11.

El analisis de la secuenciacion de las siete muestras seleccionadas, a partir de los resultados obtenidos
de los ensayos de gqPCR-HRM, permitid identificar cinco variantes genéticas (tabla 2). Todas las variantes se
encontraron en estado heterocigotico, con excepcion de p.Val470Met donde se hallaron los tres genotipos

posibles.
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DISCUSION

La variante c.890G>A (p.Arg297Gln) se encuentra en el exén 8, provoca un cambio de guanina por una
adenina. Esto ocasiona un cambio de arginina por acido glutamico. Segun la base de datos CYSMA, el residuo
p.Arg297 pertenece al dominio 1 que atraviesa la membrana (MSD1), compuesto por seis hélices transmembrana
(TM1- TMé). Esta no es una region muy conservada dentro del ADN, lo que puede ser indicativo de que no
sea imprescindible para la correcta funcionalidad de la proteina. La sustitucion de Q297 pudiera no cambiar
la estructura tridimensional de la proteina ya que las estructuras 3D predicen que tanto R297 como Q297
conforman una hélice a.™ Los datos de CFTR1 afirman que esta variante no ocasiona la enfermedad. Se
presenta en la poblacion global, segin datos de dbSNP, con una frecuencia de 0,1 %."® En el caso del paciente
que presenta esta variante fue remitido por ser positivo a la pesquisa neonatal.

Seglin CFTR1,(® Val470Met es una variante muy comun presente en aproximadamente el 50 % de la poblacion.
Muchos individuos sanos de la poblacion tienen dos copias de Val470Met. Estos hallazgos han permitido que esta
variante sea clasificada como polimorfismo. Esta variante se encuentra en el exén 11, provoca un cambio de
adenina por guanina. Esto ocasiona que se sustituya la valina por una metionina. Segln la base de datos CYSMA,
el residuo p.Val470 pertenece al dominio NBD1." Esta region no se encuentra muy conservada en el ADN
(CYSMA). Al combinar los resultados de la secuenciacion con los del gPCR-HRM concluimos que nueve muestras
de las analizadas son heterocigoticas y tres homocigoticas para este polimorfismo.

La variante c.2057C>A (p.Ser686Tyr) esta ubicada en el exén 14, es provocada por un cambio de citosina
por una adenina, lo que trae como consecuencia un cambio de serina por treonina. Seglin la base de datos
CYSMA, esta alteracion genética afecta el dominio regulador de la proteina CFTR. El residuo de serina (p.S686)
es fosforilado por la proteina cinasa C (PKC) y juega un rol importante en la actividad de los canales cloruro.
Es una region altamente conservada en la secuencia del ADN (CYSMA).(" Esta variante esta clasificada en
Clinvar como de significado incierto. El alelo mutado presenta una frecuencia global de aproximadamente
0,01 %, segun dbSNP. Segln la base de datos CFTR1 se describid por primera vez en un hombre italiano con
astenospermia.(® En el presente estudio se encontrd en una muestra de un paciente del género masculino de
10 meses de edad remitido por ser positivo a la pesquisa neonatal. En el futuro se deberian realizar estudios
de fertilidad en este paciente cubano pues pudiera presentar la misma manifestacion clinica y asi, brindar un
asesoramiento genético adecuado.

En el exdn 14 se detecto la variante c.2260G>A (p.Val754Met) , provocando un cambio de guanina por una
adenina, lo que ocasiona un cambio de valina por metionina. Los estudios funcionales in vivo/vitro mostraron
que la conductancia de Cl no se altera en los canales formados por la proteina CFTR- Val754Met, lo que sugiere
que la variante no afecta la funcion del canal.!” A pesar de ello, existen conflictos en la clasificacion de su
patogenicidad. En ClinVar, distintos investigadores la han registrado como: de significado incierto, probablemente
benigna o benigna. Este conflicto puede deberse a que en el 20 % de los pacientes Val754Met forma un alelo
complejo con otra variante patogénica. Su frecuencia mundial es de 0,02 %."® En México esta variante tiene
una frecuencia de 0,5 %, mientras que en Argelia es de 1,4 %.?9 En Cuba, segun la investigacion de Martinez
en 2017, su frecuencia es de 1,9 %.?" Esta mutacion se encontré en una muestra correspondiente a un paciente
del sexo femenino de 4 afos de edad con diagnostico clinico que ademas presenta la variante patogénica
F508del. Es necesario realizar analisis de grandes reordenamientos en el gen CFTR para poder determinar si la
paciente cubana presenta el alelo complejo que pudiera ser el causante de la sintomatologia que posee.

La variante ¢.3197G>A (p.Arg1066His) se encuentra ubicada en el exén 20, provoca un cambio de guanina
por adenina lo que ocasiona una variacion en el aminoacido codificado, arginina por histidina. La base de datos
CFTR1 plantea que esta mutacion provoca la enfermedad, esto pudiera deberse a que la region afectada esta
100 % conservada en los ortologos del gen.? Seglin la base de datos CYSMA, el residuo p.Arg1066 pertenece al
dominio MSD2 y forma un puente salino con E474 (MSD1), al encontrarse afectado, este puente no va a poderse
establecer. ™ Segun dbSNP presenta una frecuencia a nivel global de 0,006 %. Se ha determinado segiin CFTR2,
que las combinaciones de medicamentos tezacaftor e ivacaftor (Symdeko o Symkevi) y elexacaftor, tezacaftor
e ivacaftor (Trikafta o Kaftrio) son efectivas en el tratamiento de los pacientes con esta variante."™ En el caso
del paciente que presenta esta variante fue remitido por ser positivo a la pesquisa neonatal.

Se identificaron variantes genéticas puntuales en cuatro de los cinco exones analizados, de ellas una
patogénica. La técnica de qPCR-HRM demostrd su utilidad para la bisqueda de mutaciones puntuales a lo
largo de la secuencia del gen CFTR. En combinacion con la secuenciacion Sanger permitira identificar nuevas
variantes en la poblacion cubana. Es necesario que se continle el analisis de los exones restantes para concluir
el estudio de los pacientes e incorporar el analisis de grandes reordenamientos del gen CFTR mediante otras
técnicas de Biologia Molecular.

Los datos moleculares de Latinoamérica sefialan, por un lado, una menor incidencia de FQ en estas
poblaciones y por otro, una alta heterogeneidad como resultado de la mezcla de etnias muy diversas.

A la fuente de variabilidad genética que es el gen CFTR, se anadira también la accién de genes
modificadores, principalmente genes moduladores de la respuesta inmune por su importancia a nivel de
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infecciones y respuesta inflamatoria en las vias respiratorias, la principal afeccion que compromete la
vida de estos pacientes, los factores medioambientales y la efectividad de los tratamientos médicos.
La interaccion entre este grupo de factores, dificulta aln mas el diagndstico y pronostico de la FQ, es
importante en este punto sefalar, que el criterio médico es la razén de peso determinante ante la decision
de diagnosticar y tratar a un paciente.

Los estudios realizados en los pacientes fibroquisticos cubanos demuestran la alta heterogeneidad de nuestra
poblacion. La poblacion argentina, al igual que las del sur de Europa, mostro ser altamente heterogénea
para las mutaciones del gen CFTR. El estudio de F508del y 9 de las mutaciones reportadas como las mas
frecuentes, permitio detectar el 67 % de los alelos mutado,® en consecuencia, en solo el 51 % de los pacientes
se identificaron ambos alelos mutados (genotipo completo). En resumen, los reportes copilados de diferentes
poblaciones demuestran que hay fuertes diferencias en la distribucion de las mutaciones CFTR en las diferentes
poblaciones, la deteccién de las 24 mutaciones mas comunes varia desde 50 % a 97 %.?%

CONCLUSIONES

Se identificaron variantes genéticas puntuales en cuatro de los cinco exones analizados, de ellas una
patogénica. La técnica de qPCR-HRM demostrd su utilidad para la bUsqueda de mutaciones puntuales a lo
largo de la secuencia del gen CFTR. En combinacion con la secuenciacion Sanger permitira identificar nuevas
variantes en la poblacion cubana.

Limitaciones de esta investigacion
Fueron estudiados solo los cinco exones del gen con mayor cantidad de mutaciones descritas y las regiones
intronicas adyacentes a ellos.
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