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Fibrosis quistica en los
noventa. Un futuro
esperanzador para una
poblacion con una
proporcidn creciente de
adultos
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REVISIONES TEMATICAS

La fibrosis quistica (FQ) es la enferme-
dad genética de caracter letal, mas frecuente
en las poblaciones de ascendencia europea.
Su incidencia oscila por lo general entre
1/2.000y 1/4.000 recién nacidos. En pobla-
ciones de otros origenes étnicos, la inci-
dencia es mucho menor®.

Su herencia es autosdmica recesiva. Los
heterozigotos son portadores de un alelo
FQ normal y uno mutante, y permanecen
asintomaticos a lo largo toda de su vida. En
una pareja de «alto riesgo», en laque ambos
son portadores, la probabilidad de tener un
hijo afecto en cada embarazo es de 1/4.

EspecTrRO CLiNICO

Se trata de un trastorno complejot-3), El
gen FQ determina la sintesis de una prote-
ina llamada «CFTR», que es un canal de
cloro que regula el transporte de este ion, a
través del polo apical de las células epite-
liales, que revisten lo ductos de los 6rganos
en los que se expresa la enfermedad. De
alguna manera las diversas mutaciones
genéticas FQ, que afectan al CFTR, deter-
minan anomalias en la composicién del
liquido en la superficie epitelial, y proba-
blemente secreciones anormalmente visco-
sas, con estancamiento y obstruccion en los
ductos. La afectacion gastrointestinal, pro-
duce ileo meconial, en aproximadamente
un 10% de los recién nacidos con FQ, y a
veces, obstruccidn intestinal distal por
impactacion fecal o invaginacion, en nifios
mayores 0 adultos. La pancreética, produ-
ce insuficiencia pancreatica exocrinaen alre-
dedor del 85% de los casos, una mayor inci-
dencia de diabetes insulinodependiente (5-
20% en adultos), y ocasionalmente pancre-
atitis recurrente. La hepatobiliar, consiste
en una cirrosis biliar focal asintomatica muy
frecuente, que puede llevar a la cirrosis
biliar multifocal en un 2-5% de los casos.
Son posibles colelitiasis, colecistitis, y obs-
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truccion del colédoco distal. El hallazgo de
una vesicula pequefia no funcionante, es
frecuente.

La afectacion respiratoria produce enfer-
medad obstructiva de las vias aéreas, con
bronquiectasias, e infeccion bronquial cro-
nica por microorganismos caracteristicos:
Staphylococcus aureu$.a.), Pseudomonas,
especialmente Pseudomonas aeruginoa.a.),
y Aspergillus fumigatusa cual con el tiem-
po, lleva a la insuficiencia respiratoria.
Aunque el S.a. suele ser el organismo ini-
cial predominante en el esputo, la preva-
lencia de la infeccion por P.a. va en aumen-
to, haciéndose casi universal durante la ter-
ceradécada de la vida. LaP.a. en la FQ fre-
cuentemente adopta, tras un periodo inicial
después de su adquisicidn, un fenotipo
mucoide, caracterizado por la produccion
del exopolisacarido alginato, por el creci-
miento de las colonias en forma de biofilm,
por ser no tipable, con pérdida de los anti-
genos O del lipopolisacérido de la pared, y
por ser sensibles al suero. El fenotipo mucoi-
de se asocia a un curso desfavorable. A lo
largo de la Ultima década, se ha observa-
do una incidencia creciente, aunque muy
variable segun los centros, de infeccion
bronquial por Burkholderia cepagiearacte-
rizada por mostrar resistencia a la gran
mayoria de los antibidticos, por su mayor
trasmisibilidad entre pacientes, y por aso-
ciarse ocasionalmente a un curso fulminante
desfavorable, a veces en pacientes en buen
estado previamente a su adquisicion. Una
caracteristica peculiar de la infeccion bron-
quial en la FQ, es el estar confinada a la
mucosa bronquial, siendo muy rara la
extension extrapulmonar, e incluso las bron-
coneumonias agudas y derrames pleurales
lo que se asocia a la sensibilidad al suero
que exhiben las cepas aisladas en los pacien-
tes. La afectacion de las vias respiratorias
altas se manifiesta en forma de pdlipos nasa-
les, y sinusitis radioldgica, generalmente
asintomatica.
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La afectacion del tracto reproductor,
produce esterilidad, practicamente univer-
sal en los varones con FQ, asociada a azo-
ospermia obstructiva, con ausencia o hipo-
plasia de los conductos deferentes, vesicu-
las seminales y epididimo. Por el contrario,
las mujeres con FQ pueden ser fértiles. La
afectacion de las glandulas sudoriparas, pro-
duce un sudor anormalmente salado®.
Complicaciones infrecuentes incluyen: fibro-
sis miocardica como forma de presentacion
aguda, amiloidosis, osteoartropatia hiper-
trofica, artritis recurrentes y vasculitis cuta-
nea y ocasionalmente renal, asociadas a
fendémenos autoinmunes por inmunocom-
plejos, y un riesgo aumentado de cancer del
tracto gastrointestinal.
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Figura 1. Normalmente el precursor isotonico del sudor secretado en los acinos de las glandulas sudoriparas
experimenta un proceso por el cual el cloro se absorbe activamente en los ductos siguiéndole el sodio de forma
pasiva. El ducto es impermeable al agua. Como consecuencia el sudor resultante tiene una concentracién baja
de cloro y sodio. En la FQ la impermeabilidad al cloro del epitelio ductal produce la alta concentracion de
electrolitos en el sudor caracteristica. (Redibujado de Wilmott RW,Fiedler MA, Pediatr Clin North Amer

La afectacion pulmonar®), es la respon-
sable hoy de la mayor parte de la morbili-
dad, y del 99% de la mortalidad. Con el

tiempo, la totalidad de los pacientes la desa-
rrollan, con un ritmo de progresién muy
variable. Es tipica la afectacion inicial de los
I6bulos superiores, sobre todo el derecho.
Son frecuentes las atelectasias, neumotorax,
hemoptisis, aspergillosis broncopulmonar
alérgica, y finalmente, la hipertensién pul-
monar y cor pulmonale que no se llegan a
desarrollar plenamente en muchos de los
pacientes que fallecen quizas por falta de
tiempo suficiente.

Es llamativa la extrema variabilidad en
la forma de presentacion clinica, y ritmo de
progresion de la enfermedad respiratoria.
Incluso dentro de una misma familia, no
son raras las discordancias en la severidad
de la enfermedad pulmonar entre los her-
manos. Estas diferencias, son dificiles de
atribuir meramente a factores «<ambienta-
les», y se cree que existen otros genes que
pueden modular la severidad de la enfer-
medad. La forma de presentacion, habi-
tualmente consiste en la combinacién de
distintos grados de esteatorrea, retraso pon-
deroestatural y sintomas respiratorios de
vias bajas en forma de tos productiva de

1994,41:431-451).

epectoracion purulenta, y limitacion croni-
ca del flujo aéreo. Existen muchas otras:
desde las formas digestivas o respiratorias
«purasy, al prolapso rectal recurrente, coles-
tasis neonatal, atresia intestinal-vélvulo,
obstruccion intestinal distal o invaginacién
en el nifio mayor, hepatopatia, 0 sintomas
ligados a las pérdidas excesivas de sal por
el sudor como el golpe de calor, o la alca-
losis hipoclorémica. No es raro que se diag-
nostiquen nifios, en los que sus sintomas no
habian llamado la atencién, a causa de ser
un hermano diagnosticado de FQ.

ProNGsTICO

Si bien la enfermedad continda siendo
letal, grandes avances en la supervivencia
y calidad de vida han ocurrido a lo largo de
los Gltimos 40 afios. Mientras en los afios 50
el 80% fallecian antes de los 5 afios, y rara-
mente los pacientes sobrepasaban la ado-
lescencia, en la actualidad la supervivencia

mediana de los pacientes controlados en
unidades especializadas, es de aproxima-
damente 30 afios. Cada vez mas la FQ es
una enfermedad de adultos que represen-
tan una proporcion creciente del total de
afectados®. En nuestra Unidad hemos con-
trolado a mas de un centenar de pacientes
a lo largo de los Ultimos 14 afios. El nime-
ro de pacientes vivos en seguimiento regu-
lar, actualmente es de 87. Mas del 30% tie-
nen 15 0 més afios, 10 tienen mas de 20 afios,
y 2 mas de 30 afios (Fig. 1).

DIAGNOSTICO

Se basa en la comprobacién de una con-
centracion repetidamente elevada de cloro
y sodio en el sudor, clasicamente por enci-
ma de 60 mmol/I, (al menos dos tests), junto
con la presencia de alguna de las siguien-
tes manifestaciones: ileo meconial, enfer-
medad pulmonar crénica sugestiva, insu-
ficiencia pancreatica, o historia de la enfer-
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medad en hermanos. Hoy debe ser confir-
mado, mediante el hallazgo de 2 mutacio-
nes FQ, apoyandolo el hallazgo de al menos
una, y no excluyéndolo el no hallazgo en el
estudio inicial de «ninguna mutaciony. Esta
Gltima situacion se da en la actualidad en
tan s6lo 2 de nuestros pacientes, pero en
muchos con mutaciones menos frecuentes
el proceso de identificacion ha sido lento.

La prueba del sudor exige un utillaje
adecuado, personal experto y técnica meti-
culosa. Adecuadamente realizada, casi no
existe solapamiento de valores entre la
poblacion FQ y no FQ. Sin embargo, esta
sujeta a potenciales errores, productores de
falsos positivos y negativos, que hacen que
el diagnastico, deba ser siempre confirma-
do en un centro de referencia. Algunos
adultos normales, tienen valores elevados®,
y algunos pacientes con FQ tienen valores
entre 50y 60 mEg/I e incluso mas bajos. En
estos Ultimos se debe ser muy prudente en
la realizacion del diagnostico, antes de su
confirmacion genética. Es tipico, que la con-
centracion de cloro en el sudor en los
pacientes con FQ exceda a la de sodio, al
contrario de lo que ocurre en la poblacion
no FQ. Recientemente, se ha sugerido, que
concentraciones de sodio por encima de 30-
35 mmo/I, si la de cloro es superior, en
pacientes con sospecha clinica, ya deben
propiciar el estudio genético. La determi-
nacion de la diferencia de potencial nasal
transepitelial y sus modificaciones tras la
administracion de diversos agonistas puede
ser Util en el establecimiento del diagndsti-
€0 en casos atipicos®.

Es frecuente que el diagnostico se rea-
lice, utilizando métodos para la recogida
del sudor, y medicion de la concentracion
de electrdlitos, sujetos a error, y tan sélo vali-
dos a efectos de screening®. Ello puede Ile-
var ainfray sobrediagnéstico. Recientemente
realizamos una investigacion que revel6 que
sorprendentemente tan sélo en 2 de 41 hos-
pitales espafioles investigados se realiza-
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ba el test del sudor siguiendo toda la meto-
dologia recomendada.

La prueba del sudor se divide en tres
partes: 1. Estimulacion de la sudoracion
(iontoforesis con pilocarpina). 2. Recogida
del sudor. 3. Determinacion de la concen-
tracion de electrélitos en lamuestra. La prin-
cipal fuente de errores esta en la recogida
del sudor. Tan s6lo dos métodos son acep-
tables: 1. El método original de Gibsony
Cooke® en el que el sudor se recoge en una
gasa, 0 papel de filtro, prepesado, y poste-
riormente pesado de nuevo tras la recogi-
da, y si la muestra es superior a 100 mg, o
minimamente a 50 mg, es diluida en agua
destilada, determinandose a continuacion
bioquimicamente el cloro y sodio. Este
método tiene la ventaja de la economia de
su material y de su fiabilidad, pero exige
gran atencion al detalle, y la doble pesada,
y necesidad de dilucion, lo hacen engorro-
S0. 2. El sistema Wescor MacroductWen el
que el sudor es recogido en un tubo de plas-
tico espiral, evitdndose los problemas de
evaporacion, siendo su principal ventaja la
simplicidad, y el inconveniente el alto pre-
cio del material. Si con el método Macro-
duct, no se ha conseguido una cantidad sufi-
ciente de sudor, para el andlisis bioquimi-
co se puede estimar «in situ» la concentra-
cion de electrdlitos, mediante la célula de
conductividad eléctrica incorporada al apa-
rato. Hay que tener en cuenta sin embargo,
que la conductividad se correlaciona con la
concentracion de sodio + potasio, por lo que
su valor tiene un sesgo positivo variable,
(entre 15y 20 mmol) respecto a los reales
de cloroy sodio determinados bioquimica-
mente. Por otro lado, el método de la cube-
ta plastica para la recogida del sudor, y
determinacion «in situ» de la conductivi-
dad, debe ser rechazado para su uso dis-
tinto al screening, . Existe un problema de
condensacion y evaporacion inherente al
método y fuente de falsos negativos y posi-
tivos respectivamente, especialmente con
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determinaciones «in situ», en pequefias
muestras.

TRATAMIENTO

Para el tratamiento de la afectacion
digestiva se utilizan enzimas pancreaticas,
polivitaminicos, y se insiste en la necesidad
de una dieta alta en energia, con suplemen-
tos caldricos, y en algun caso, recurriéndo-
se a la intervencion nutricional, en forma de
alimentacion enteral, gastrostomia, o paren-
teral. El estado nutricional de los pacientes,
por lo general, se puede mantener en bue-
nas condiciones, hasta el sobrevenimiento
de la afectacion respiratoria severa. Es pro-
metedor, el tratamiento precoz, con acido
ursodeoxicolico y taurina, de la afectacion
hepética. Es importante la deteccion y tra-
tamiento precoz de la diabetes mellitus, que
amenudo se manifiesta de forma insidiosa.
Para el tratamiento de la enfermedad respi-
ratoria, se utiliza basicamente la fisoterapia
respiratoria diaria, encaminada a la elimi-
nacion de las secreciones infectadas, el ejer-
cicio fisico regular, y la antibioterapia agre-
siva, a menudo practicamente continua
durante largos periodos, por vias oral,
parenteral y/o aerosol, orientada por los
hallazgos en los cultivos periddicos de las
secreciones respiratorias(tz14)

EvoLucioN EN EL MANEJO CLiNICO
Y LA COMPRENSION DEL DEFECTO
BAsico

La tabla | muestra algunos de los hitos
clinicos® a nuestro entender mas impor-
tantes en la historia de la enfermedad, desde
que Fanconi y Dorothy Anderson, la des-
cribieron en los afios 30, basandose en los
hallazgos en las autopsias, para separarla
de la enfermedad celiaca.

Durante décadas, se progresé en el reco-
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TaBLA | HITOSEN LA HISTORIA DE LA FIBROSIS QUISTICA
Nombre Afio Descubrimiento
Fanconi 1936 Primera descripcion clinica
Dorothy Anderson 1938 Descripcion detallada, relacion con ileo meconial
Di Sant’Agnese 1946 Staph. aureugrincipal organismo en esputo
Farber 1950 Propone el término de mucoviscidosis
Di Sant”Agnese 1953 Aumento de cloro y sodio en el sudor

CF Foundation (USA) 1956
Shwachmany Kulcycki 1958

Gibson, Cooke 1959
CF Research Trust (U.K)) 1964
Crossley 1979
Quinton 1983
Brock 1983
Yacoub 1984
Tsui 1985

Williamson, Scambler
Wainwright, Estivill
Farrall 1986

Score clinco
Test del sudor estandarizado fiable

Tripsina inmunorreactiva en el recion nacido

El defecto bésico esta en la secrecion de cloro
Diagndstico bioquimico prenatal en 2° trimestre
Transplante de corazén y pulmon

El gen FQ esté en el cromosoma 7

1986-1988 Descubrimiento de multiples sondas de DNA
Utiles para el diagnostico prenatal

Nacimiento del primer nifio tras la exclusion

prenatal de la FQ por genética molecular

Tsui, Riordan, Collins 1989

Clonacién del gen FQ. Principal mutacion hallada
Consorcio Internacional para el andlisis genético de
laFQ.

El defecto en la secrecion de cloro corregido por

transferencia genética en un cultivo celular

Tsui 1989
Drumm 1990
Kartner 1991
Snouwaert, Porteous 1992
Wilmott, Crystal 1993
Guggino, Al-Awaqati,

Boucher 1995

El CFTR es un canal de cloro
Creacion de ratones transgénicos FQ
Ensayos fase | de terapia genética en humanos

Regulacion de otros canales ionicos por el CFTR.

nocimiento del espectro de la enfermedad,
y en el manejo clinico: mejor uso de anti-
bidticos, refinamientos en las técnicas de
fisioterapia, reconocimiento de la impor-
tancia de la no restriccion grasa llevando
una dieta alta en energia®®), introduccion de
las nuevas enzimas pancreaticas mas efica-
ces, a base de microesferas con cubierta
entérica acidorresistente, y sobre todo, el
establecimiento del tratamiento regionali-
zado multidisciplinario, en «Centros de
Fibrosis Quistica», siguiendo las recomen-
daciones de la Cystic Fibrosis Foundation
de los EE.UU. o de la British Paediatric
Association, Sin embargo, la falta de cono-
cimiento de la naturaleza del defecto basi-

co, lastré durante largo tiempo la investi-
gacion, que a menudo tomd direcciones
equivocadas.

Hacia la comprension del defecto basi-
co en la FQ, confluyeron a partir de la déca-
da de los ochenta los trabajos de investi-
gadores de dos campos diferentes, los elec-
trofisidlogos investigadores del transporte
ionico, y los genetistas moleculares. En 1981
Knowlest® mostré que el epitelio respira-
torio de los pacientes con FQ mostraba una
diferencia de potencial mas elevada (era
mas electronegativo) que el de los contro-
les, y Quinton®® sefial la impermeabilidad
al cloro en los conductos de las glandulas
sudoriparas, lo que llevaba, a un defecto en
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la reabsorcion activa de cloro que ocurre
normalmente a ese nivel, que es seguida
pasivamente por la de sodio, y que como
consecuencia, hace que el sudor isoténico
producido en el acino, se transforme en una
solucion hipotdnica, lo que no ocurre en la
FQ (Fig. 2). Estudios posteriores se realiza-
ron en cultivos de células epiteliales FQ. Se
documentd el mismo defecto, localizado en
el polo apical, en la secrecion de cloro, esti-
mulada normalmente por la via R-adrenér-
gicos - AMP ciclico - Fosfoquinasas Ay C.
Este defecto estaba presente en el epitelio
respiratorio, pancreas, intestino, y glandu-
las salivares y sudoriparas en laFQ, y a
nivel del epitelio respiratorio, era acompa
flado por una reabsorcién aumentada de
sodio, que podia ser inhibida mediante la
perfusion de amiloride (un inhibidor de los
canales del sodio)®, Como consecuencia
de la reabsorciéon aumentada de sodio que
es el fenémeno dominante en condiciones
basales normales, la superficie epitelial era
mas electronegativa, y, como hipétesis, la
disminucidn en la luz de la via aérea de
cloro y sodio reduciria el gradiente osmo-
tico, que normalmente hace que el agua les
acomparie pasivamente, por lo que el liqui-
do de revestimiento epitelial estaria «des-
hidratado» e hiperviscoso. El defecto en la
secrecion de cloro era «distal» a la cadena
beta-adrenérgicos-adenil ciclasa-AMP cicli-
co activacion de fosfoquinasas Ay C.

La busqueda del gen de la fibrosis quis-
tica, se baso en el uso de las enzimas de res-
triccion, que clivan la molécula de DNA,
cuando reconocen una secuencia de nucle-
Gtidos propia de cada enzima («diana de
restriccion»). Diferencias en la secuencia del
DNA en la misma zona, entre cada par de
cromosomas, pueden ocasionar la desapa-
ricion de una diana de restriccidn, o la apa-
ricién de otra «polimérfica» nueva. Ello sig-
nifica que la enzima de restriccion, ya no va
a cortar en los mismos lugares en los dos
cromosomas, originandose fragmentos de
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aun gen dado la «mutacién» originaria del
polimorfismo, y reconocible mediante su
sonda o marcador especificos, mas proba-
ble es que se transmita a la siguiente gene-
racion unida al gen, siendo mas improba-
ble la recombinacion en la meiosis, sepa-
randose del gen. O sea, existe un ligamien-
to o «linkage» entre el marcador y el gen.
Mediante el estudio de maltiples familias
con FQ con mas de un nifio afecto, se
MetH 11 2 1 comenzaron a realizar estudios de linkage
KM 19 22 27 27 con RFLP. Por ejemplo, cuando en una fami-
lia con FQ con dos nifios afectos, existia un
RFLP con una sonda dada en ambos padres,

MetH 12 1
KM19 22 12

Figura 2 Estudio de una familia figurada utilizando los RFLP. Como se observa el matrimonio tieneun Y un nifio con FQ era homozigoto para el
primer nifio afecto, y un nifio y una nifia clinicamente no afectos. Utilizando enzimas de restriccion y la fragmento pequefio, se investigaba si su her-
sonda Met H se observa un polimorfismo en el padre (el fragmento més pequefio se representa .,

convencionalmente con el simbolo 2) mientras que en la madre ambos fragmentos son del mismo tamarioH0 con FQ tambien lo era, y los herma-
es informativa). Como el nifio afecto es homozigoto para el fragmento “1” se concluye que en el padre, el alséssanos por el contrario o eran heterozi-
1 esta en el mismo cromosoma que el gen FQ, y como el hermano pequefio ha recibido el alelo 1 debe ser -
portador en tanto que la hermana ha recibido el cromosoma paterno sano. Mediante la sonda KM19 se pL%%OS para esa sonda, u homozigotos para
identificar el cromosoma materno enfermo, al comprobarse un polimorfismo por el que se concluye que egkBfagmento grande. Si este fenémeno con
FQ esta en el mismo cromosoma que el alelo 2 para esta sonda, y se identifican los hermanos como sano Yagte marcador se repetia en gran ntimero de

portador respectivamente..

Figura 3 Estructura hipotética del CFTR. Descripcion en texto. Tomada de Cuthbef®AW

longitud diversa. Este fendmeno, se deno-
mina «polimorfismo de longitud de frag-
mentos de restriccion» o RFLP. Sometiendo
el DNA ala accion de varias enzimas, es
posible generar multiples RFLP . Los frag-
mentos son sometidos a electroforesis en
gel, migrando con distinta velocidad segin
su tamafio. A continuacion son transferi-
dos, mediante la técnica de «Southern blot-

ting», a una membrana,y son sometidos a
hibridacion con «sondas» 0 «marcadores»
de DNA, consistentes en fragmentos de
DNA gendmico o sintético, de secuencia
conocida, marcados radiactivamente, y que
se hibridizan con su secuencia comple-
mentaria en la membrana. Finalmente,
mediante autorradiografia, se «visualiza»
el polimorfismo. Cuanto mas préximo esté

familias con FQ, se podia concluir que exis-
tia un linkage entre la sonda el gen FQ.

En 1985 se hallé por primera vez un
marcador situado en el brazo largo del cro-
mosoma 7, en la banda gq31. Nuevos mar-
cadores, con un linkage cada vez mas estre-
cho con el gen FQ fueron hallados a lo largo
de los afios siguientes@),

A partir de 1987, utilizando una o varias
de estas sondas, se comenzaron a realizar
diagndsticos prenatales, mediante biopsia
corial en el primer trimestre, con una fiabi-
lidad superior al 99% (Fig. 3). La prosecu-
cion de los estudios, permitid la clonacion
de la region que albergaba el gen FQ,
mediante técnicas llamadas de «walking
and jumping»@, Se hall6 mRNA corres-
pondiente al gen propuesto en los epitelios
de los 6rganos afectados por la enfermedad,
y no en otros érganos. El gen era complejo,
de 230 kilobases y comprendia 27 exones.
Su cDNA predecia una proteina de 1480
aminoacidos cuya secuencia y estructura
probable, elucidada a partir de estudios de
ordenador, recordaba fuertemente a la del
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Figura4 NUmero de pacientes vivos con FQ bajo control regular (Enero 1996).

grupo de ATPasas de membrana, y a la P-
glicoproteina asociada a la aparicion de
resistencia multiple a la quimioterapia anti-
cancerosa. La proteina producto, fue deno-
minada «regulador de la conductancia
transmembrana FQ», 0 «<CFTR». Su estruc-
turay funcién probable encajaba bien con
las propiedades para la proteina producto,
predichas a partir de los estudios electro-
fisioldgicos antes mencionados. Constaba
de dos mitades homologas, cada una de
ellas compuestas de un dominio hidrofébi-
co de seis subunidades, que se extendian de
parte a parte de la membrana celular, y de
un dominio hidrofilico intracitoplasmico,
consistente en un pliegue ligador de nucle-
6tidos 0 «<NBF». Las dos mitades simétricas
estaban unidas por medio de un «dominio
regulador», ausente en otras ATPasas de
membrana, el cual tenia 16 lugares poten-
ciales para fosforilacion por las fosfoquina-
sas Ay C (Fig. 4)@. Usando anticuerpos
monoclonales e inmunofluorescencia, el
CFTR fue localizado en la membrana api-
cal de células epiteliales de los ductos de los
6rganos diana. La expresion del CFTR a
nivel de las vias aéreas, era muy pequefia a
nivel de las células de la superficie epitelial,
y muy alta a nivel de las glandulas submu-
cosas, apuntando que anomalias en su fun-

cionamiento, podian ser importantes en la
patogénesis de la enfermedad respiratoria.
Una comprobacion fundamental de que
el gen hallado correspondia realmente al
gen FQ, consistia en laidentificacion de una
mutacion especifica, nunca encontrada en
cromosomas sanos. Esta primera mutacion
fue una delecién de un triplete de bases que
codificaban el aminoacido fenilalanina en
la posicion 508 del polipéptido, (DF508),
situada en el primer NBF, el mas proximo
alaterminacion N. Esta mutacién se encon-
traba en aproximadamente el 70% de la
poblacion canadiense que fue objeto del
estudio inicial de los descubridores del gen.
En este estudio pionero, los autores com-
probaron que los pacientes homozigotos
DF508 eran siempre pancreoinsuficientes
(P1), mientras que los pacientes portadores
s6lo de una mutacion DF508 y de otra no
identificada, o que portaban dos mutacio-
nes no identificadas podian ser Pl o pan-
creosuficientes (PS). Emitieron la hipote-
sis de que DF508 era una mutacion «grave»
en cuanto al estatus pancreatico, y que debia
haber otras mutaciones graves y leves a este
respecto. Para que un paciente fuera PI,
debia ser portador de dos mutaciones gra-
Ves, que se comportaban asi de forma «rece-
siva» en cuanto a la manifestacion de PI.
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Tras la clonacion del gen, se fundé un
consorcio internacional, con el objetivo de
identificar todas las mutaciones asociadas a
la enfermedad, y elucidar las correlaciones
genotipo-fenotipo. Se hallé que la DF508 era
la mutacion mas prevalente, en la casi tota-
lidad de los paises. Su prevalencia era muy
variable segun los paises, observandose en
Europa un gradiente positivo de prevalen-
cia de este a oeste y de Sur a Norte, con un
maximo de alrededor del 80% de cromoso-
mas DF508 en Dinamarca y Norte de
Inglaterra'’y un minimo de menos del 30%
en Turquia. La prevalencia en Espafia e Italia
era de aproximadamente el 50% con una
prevalencia mas alta en la poblacion vasca.

Mas de 400 mutaciones FQ han sido
descritas hasta la fecha. Su prevalencia varia
entre las diversas poblaciones. La gran
mayoria son raras, algunas habiendo sido
descritas en una sola familia. Muchas afec-
tan a uno u otro de los NBF, o a los domi-
nios intramembrana. Pocas se han descrito
en el dominio R. Por el tipo de mutacidn se
clasifican en deleciones simples; mutacio-
nes «missense», o de sustitucion de un ami-
nodcido por otro; mutaciones «nonsense»
caracterizadas por introducir un codén que
emite la sefial de interrumpir la transcrip-
cion en un momento determinado de la
cadena del DNA por ejemplo en la muta-
cion G542X, en el codon correspondiente
alaglicinaen la posicion 542 del CFTR, con
lo cual, no se produce en absoluto la prote-
ina, 0 se produce una proteina «truncada»
que es rapidamente degradada; mutaciones
«frameshift», en las cuales hay una delecion
o insercion de un numero de pares de bases
distinto a un multiplo de tres, con lo que
hay un «corrimiento», con alteracidn total
de la composicion de los codones -y por
consiguiente de los aminoacidos resultan-
tes- a partir del lugar de la mutacién; final-
mente las mutaciones «splice» afectan a la
maduracion o splicing del mRNA tras la
transcripcion, con fallo en el clivage apro-
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piado de los segmentos normalmente no
codificante o intrones. Tanto las mutacio-
nes frameshift como las de splice, se asocian
también a una rapida degradacion del
mRNA o de la proteina y junto con las
nonsense se asocian a fenotipos «graves».
La hipétesis inicial de que el estatus
pancreatico esta genotipicamente determi-
nado, ha sido confirmada, con pocas excep-
ciones. Por contra existen escasas correla-
ciones del genotipo con la severidad de la
enfermedad pulmonar, aunque se han
publicado algunas; por ejemplo, en un estu-
dio®), con la edad a la colonizacion por P.a.
y funcién pulmonar, como marcadores de
severidad. En general, las mutaciones pro-
puestas como posiblemente leves en cuan-
to a laenfermedad pulmonar, han sido mas
frecuentes entre las «<missense» que afectan
a los dominios intramembrana del CFTR, y
es mas probable que se asocien a PS. Las
missense que afectan a los NBF, se asocian
frecuentemente a fenotipos severos. No se
han encontrado en general diferencias en la
severidad de la enfermedad pulmonar
.entre los pacientes homozigotos para
DF508, y los pacientes con otros genotipos
asociados a P1@®), El efecto de las diversas
mutaciones sobre la funcion del CFTR, ha
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sido recientemente revisado®). En particu-
lar para la mutacion DF508 y otras, se ha elu-
cidado que el problema estriba en que el
CFTR mutante, es retenido en el reticulo
endoplasmico (RE), sin alcanzar su locali-
zacion correcta en la membrana apical.

Un hito significativo lo representd la
«curacion in vitro», de la FQ alcanzada
cuando se demostré que la transferencia
genética de la region codificante salvaje del
CFTR, a células FQ en laboratorio, era sufi-
ciente para corregir el defecto en el canal de
cloro@. En toda clase de células en las que
el CFTR salvaje fue expresado, se detecto la
presencia de un canal de cloro activado por
AMP ciclico, incluso en aquellas células que
naturalmente carecen de €l. La comproba-
cion definitiva de que el CFTR era un canal
de cloro y no meramente un regulador de
su actividad, vino de otro estudio en el que
el CFTR fue purificado y reconstituido en
bilayers lipidicos generandose canales de
cloro activados por el AMP ciclico.

Aunque esta claro que el CFTR es un
canal de cloro, otras de sus funciones podri-
an ser relevantes@), Se trata de su papel,
ademas de como canal de cloro, suminis-
trando hipotéticamente el agua necesaria
para la hidratacion de las mucinas y liqui-
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do periepitelial, en los siguientes aspectos:
1) inhibicion de la endocitosis y activacion
de la exocitosis, 2) acidificacion del apara-
to de Golgi, que es defectuosa en la FQ, y
podria tener como consecuencia, un defec-
to en las enzimas sialiltransferasas, res-
ponsables de la sializacion de las mucinas
lo que podria relacionarse con la adhesivi-
dad aumentada al epitelio respiratorio del
S.a.y P.a. Muy recientemente se han efec-
tuado dos importantes descubrimientos;
que el CFTR puede transportar ATP ade-
mas de Cly, el ATP interacciona con recep-
tores en la superficie celular que regulan los
canales de Na, y al menos otro canal de CI
de mayor conductancia que el CFTR lla-
mado el ORCC@), y que existen receptores
especifica para los pili de la P.a., denomi-
nados asialogangliésidos GM1, cuyo nime-
ro esta aumentado en la FQ®),

ESTADO ACTUAL DEL TRATAMIENTO
DE LA ENFERMEDAD RESPIRATORIA Y
PERSPECTIVAS FUTURAS

Un avance muy importante fue la cre-
acion de ratones transgénicos con «FQ». La
correccion del defecto en el transporte de
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cloro, en el ratén transgénico mediante la
nebulizacion de un complejo liposoma-
cDNA del CFTR, y en el epitelio nasal
humano, utilizando adenovirus como vec-
tores, han sido comunicados®?. Varios ensa-
yos de terapia genética, en voluntarios con
FQ, se iniciaron, utilizando adenovirus o
liposomas como vectores, y el epitelio nasal
o bronquial como células diana®. Sin
embargo, continta habiendo importantes
obstaculos en la seguridad y eficacia de la
terapia génica en la FQ, que recalcan la nece-
sidad de mas investigacion basica para dise-
fiar vectores mas eficientes que los actuales,
y han alejado la esperanza de resultados cli-
nicos inmediatos®3).

La tabla Il, muestra un esquema de las
formas de tratamiento de la enfermedad
pulmonar de la FQ, ya rutinariamente
empleadas o potenciales. En el terreno cli-
nico, avances en la comprension de la pato-
génesis de la enfermedad pulmonar, han
subrayado el papel central de la infeccion
bronquial crénica por P.a. en el declive pul-
monar de los pacientes. Medidas como el
aislamiento de los pacientes infectados de
los no infectados, o el tratamiento precoz
de la colonizacién, pueden retrasar el
comienzo de la infeccion bronquial croni-
ca. El desarrollo de una vacuna especifica
podria disminuir la tasa de adquisicion de
la infeccion@), Cuando la infeccion bron-
quial cronica se desarrolla, el germen no
puede ser erradicado. La respuesta inmu-
noldgica creciente frente a antigenos de P.a.
se muestra incapaz de erradicar la infec-
cién, y como consecuencia de la estimula-
cion inmune continda, con formacion de
inmunocomplejos, se desarrolla una infla-
macion de predominio neutrofilico, con un
disbalance proteasas neutrofilicasantipro-
teasas, que dafia el tejido pulmonar, perpe-
tda el circulo vicioso de la inflamacion, e
interfiere con la efectividad de la respues-
ta inmunolégica del huésped®. El valor
del tratamiento prolongado antiinflamato-
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rio con esteroides®® u otros farmacos como
el ibuprofén® ha sido demostrado en
pacientes seleccionados. El valor potencial
del tratamiento con antielastasas como la
alfa l-antitripsina, o el inhibidor de la leu-
coproteasa serinica, ha sido sefialado. El
contenido de DNA del esputo es muy alto,
lo que aumenta su viscosidad. El trata-
miento en aerosol con DNAasa humana
recombinante, ha sido recientemente apro-
bado para su uso en la FQ, y se ha comu-
nicado se asocia con discreta mejoria en la
funcién pulmonar, y disnea asi como
menor necesidad de antibi6ticos intrave-
nosos. Ensayos clinicos con amiloride en
aerosol, han sido llevados a cabo, con resul-
tados iniciales alentadores, aunque mas
recientemente ensayos controlados, no
encontraron beneficios. Otra via que esta
siendo ensayada en la actualidad, con resul-
tados iniciales prometedores, es la admi-
nistracion conjunta de amiloride, y nucle-
6tidos como el UTP, que son capaces de
activar la secrecion de cloro, a través del
epitelio respiratorio, abriendo otro canal,
dependiente del calcio, el cual no esté afec-
tado en la FQ. El panorama de los nuevos
tratamientos para la enfermedad respira-
toria, ha sido recientemente revisado®8),

Finalmente, el transplante cardiopul-
monar, o doble-pulmonar, representa la
Unica salida para los pacientes en su etapa
final de insuficiencia respiratoria irreversi-
ble. Se ha comunicado una supervivencia
de 50% a 65% a los dos afios, con lento decli-
ve posterior, y buena calidad de vida en la
mayoria de los supervivientes. La falta de
donantes, alta mortalidad inmediata, y alta
incidencia de rechazo crénico pulmonar en
forma de bronquiolitis obliterante, obscu-
recen todavia la perspectiva para los can-
didatos a transplante.

Los avances experimentados en el cono-
cimiento basico de la FQ, han sido asom-
brosos en los Ultimos afios, pero es todavia
pronto para saber si la introduccion de algu-
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nas de las vias terapéuticas novedosas
comentadas, alteraran de forma funda-
mental el curso de esta devastadora enfer-
medad, respecto a los resultados obtenidos
con el tratamiento convencional. Sin embar-
go, nunca el futuro para los afectados ha
sido tan alentador.
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