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Avances moleculares en la fibrosis quistica

Carlos J. Trujillo

La fibrosis quistica es la enfermedad auto-
somica recesiva mas comun en la raza
caucasica; afecta a uno de cada 2.000 nacidos y
una de cada 22 personas es heterozigota o por-
tadora de una copia del gene afectado. La en-
fermedad compremete principalmente el tracto
respiratorio y el pancreas. El diagnéstico se
puede sospechar ante la presencia de enferme-
dad pulmonar croénica, infeccion pulmonar
persistente (especialmente por pseudomonas),
ileo meconial e insuficiencia pancreatica. Has-
ta hace muy pocos afios no se sabia cual era la
alteracion molecular que causaba esta enfer-
medad, y el diagndstico se basaba en la deter-
minacion de cloruro en el sudor, mayor de 60
meq/1. Recientemente se ha caracterizado el
defecto a nivel molecular y se ha podido deter-
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minar con exactitud la proteina que se encuen-
tra alterada, a la cual se le ha dado el nombre
de CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane
Receptor). Esto ha contribuido a mejorar el
diagnéstico de la enfermedad haciéndolo mas
preciso y ha abierto a corto plazo un gran
nimero de posibilidades terapéuticas.

INTRODUCCION

El promedio de vida de los pacientes con fibrosis
quistica en Estados Unidos es 27.6 afios (1); en
otros paises también se ha visto un incremento en
la sobrevida (2,3), lo cual hace que este tipo de
pacientes, con frecuencia creciente, sean vistos
por el médico internista. La probabilidad de que
una mujer heterozigota se case con un hombre
heterozigoto es igual a 1/22 x 1/22, o sea, a 1/484,
esto quiere decir que aproximadamente uno de
cada 484 matrimonios en la raza caucasica ocu-
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rren entre heterozigotos para el gen de la fibrosis
quistica; a su vez, la probabilidad de que este
matrimonio tenga un hijo afectado, o sea, un
homozigoto, es de uno en cuatro, lo cual nos da
una frecuencia aproximada de uno de cada 2.000
nacimientos en la poblacidon caucasica general.

En 1985 se asigno el locus de la fibrosis quistica
al brazo largo del cromosoma siete, banda q 31.
Esto fue realizado mediante analisis de ligamiento,
basados en un gran nimero de marcadores
polimorficos (4). Haber encontrado el locus, no
necesariamente significaba que se hubiera descu-
bierto el defecto a nivel molecular y, mucho me-
nos, que se hubiera hallado la proteina normal y la
anormal responsable de la enfermedad; cuatro afios
mas tarde, después de un arduo e intenso trabajo,
investigadores de la Universidad de Michigan,
dirigidos por Francis Collins, y del Hospital de
Ninos de Toronto, dirigidos por Lap C. Tsiu,
identificaron con exactitud el gene y su secuencia
(5); de esta manera pudieron deducir la estructura
de la proteina que se encontraba alterada. A esta
proteina se le dio el nombre de CFTR (Cystic
Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator).
El gene tiene aproximadamente 250 kb de ADN,
con 27 exones o regiones codificadoras, que for-
man un ARN mensajero de 6.2 kb de largo, el cual
codifica un polipéptido o proteina final de 1.480
aminoacidos. Una delecion de tres pares de bases
del gene, que codifican una fenilalanina en la
posicion 508 de la proteina CFTR (parte del exon
numero 10), es la causa de la fibrosis quistica en
70 a 80% de los caucasicos afectados. Depen-
diendo de la poblacion estudiada, este porcentaje
puede variar grandemente, por ejemplo, enjudios
ashkenazis que padecen la enfermedad, solamen-
te 10% tienen la mutacion en este lugar, a la cual
se le conoce como "delta F 508" (F por fenila-
lanina).

Seis mutaciones producen mas de 85% de los
casos, pero se han descrito mas de 150 mutaciones
asociadas con la enfermedad. Ha sido posible
correlacionarlas mutaciones con el fenotipo, v.g.
la mutacion delta F 508 en forma homozigoética se
asocia con una enfermedad severa, que incluye
insuficiencia pancreatica.
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Expresion del gene

Se ha determinado el ARN mensajero en teji-
dos de rata por medio de técnicas histoquimicas
de hibridizacién in situ, que involucran el uso de
moléculas de ARN contrasentido marcadas con
S35, y se ha demostrado que esta proteina esta
presente en las células ductales del pancreas y en
las glandulas salivares. En las células vellosas del
intestino se han observado gradientes decrecientes
de la expresion del gene CFTR. Esta expresion es
consistente con que la proteina CFTR sea respon-
sable del transporte bidireccional de cloro y que
en las criptas intestinales se secrete y en las glan-
dulas salivares se excrete el cloro. En el pulmén, a
nivel de la mucosa y la submucosa de bronquio y
el bronquiolo se ha detectado la expresion; también
se ha sugerido que el gene CFTR desempefia un
papel importante en la espermatogénesis (6). Son
precisamente los tejidos en los cuales se ha en-
contrado mayor expresion de la proteina, los que
presentan las manifestaciones clinicas caracteris-
ticas de la enfermedad.

Funciones de la proteina CFTR

El gene CFTR produce una proteina que tiene
la capacidad de bombear cloro fuera de la célula.
Se cree que todos los sintomas de la enfermedad
son debidos a la falta de secrecion del cloro. Las
células de la piel, las vias respiratorias y el tracto
digestivo no pueden movilizar cloro apropiada-
mente através de sus membranas, y como resultado
secretan menos agua de lo normal. Esto causa el
sabor salado de la piel y las consecuencias mas
severas a nivel respiratorio, por la inadecuada
excrecion de agua (que espesa el moco), ello hace
que no sea expulsado apropiadamente, y se favo-
rezcan las infecciones por bacterias como la
pseudomona, hallada con gran frecuencia en estos
pacientes.

Se ha planteado que la proteina CFTR tenga
mas funciones, como la de regular la insercién y
remocion de membranas en la superficie de la
célula pancreatica, uno de los grupos celulares
afectados en la fibrosis quistica. Un defecto en
este proceso podria causar una serie de cambios
en las células y en su ambiente, porque la insercion
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y remocioén de membranas es una manera impor-
tante de controlar la excrecion de proteinas de la
célula. Es posible especular que la CFTR partici-
paenla regulacion de la exocitosis y la endocitosis,
un proceso muy seguramente estimulado por las
concentraciones de AMP ciclico (7, 8).

Posibilidades diagnésticas

Antes el diagndstico se basaba en la medicion
de electrolitos en el sudor, ahora se puede hacer
mediante hibridizacién de oligo sondas de DNA
especificas para el alelo normal y para el alelo
mutante. E1l DNA extraido de los pacientes se
puede amplificar previamente a la hibridizacion
mediante la técnica de la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR). Estas técnicas han permitido
por primera vez hacer el diagnéstico de hete-
rozigotos sanos y ya se estd planeando en algunos
paises hacer tamizajes de la poblacion para detectar
prematrimonialmente las personas heterozigotas
y ofrecerles la posibilidad de una consejeria
genética adecuada antes del embarazo y la posi-
bilidad de un diagndstico prenatal precoz y ade-
cuado, cuando asi lo desee la pareja a riesgo (9).

Con los métodos mencionados es posible de-
tectar 85% de los casos, o sea, que algunas muta-
ciones escapan a esta posibilidad diagndstica. En
familias que no son informativas al andlisis de
estas mutaciones comunes, es posible usar RFLPs
(fragmentos de restriccion de longitud polimdrfica)
que pueden aportar informacion adicional, con la
desventaja de que es necesario analizar varios
miembros de la familia y necesariamente se debe
tener uno o varios miembros afectados.

Recientemente se ha descrito una técnica que
modifica la reacciéon en cadena de la polimerasa
(10), conocida como sistema de amplificacion de
mutaciones refractarias (ARMS). Este sistema
tiene varias ventajas: es rapido, confiable y no es
isotépico. Ha sido utilizado en el diagndstico de
otras enfermedades que se deben a distintas mu-
taciones dentro del mismo gene, como la
fenilcetonuria, las beta talasemias, la deficiencia
de alfa-1-antitripsina, etc.

Esta técnica ha demostrado una gran utilidad
en el diagndstico de la fibrosis quistica (11).
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Diagnéstico prenatal

El diagndstico prenatal para fibrosis quistica se
viene ofreciendo desde mediados de la década de
los ochenta, a parejas que ya poseen un hijo afec-
tado. Es posible extraer DNA de células del
trofoblasto o de las células del liquido amnidtico
y luego amplificarlo mediante la técnica de la
PCR; este trofoblasto se puede obtener desde la
semana octava del embarazo, y las células de
liquido amni6tico mediante amniocentesis tem-
prana desde la semana 10 u 11 de gestacion. Algo
ain mas interesante es que se ha demostrado que
es posible amplificar el gene CFTR a partir de una
sola célula tomada por biopsia de un zigoto en
estadio de cuatro a ocho células, y aun aislando el
cuerpo polar de un 6vulo no fecundado se puede
amplificar del gene, por medio de la técnica de la
PCR (12); en caso de sernormal el cuerpo polary
la madre ser heterozigota, el 6vulo debe estar
afectado; en caso de ser anormal el cuerpo polar,
el 6vulo debe ser normal. La gran limitante es que
solamente seria disponible en programas de
fertilizacion in vitro (IVF), los cuales no son muy
efectivos atn (13). Recientemente, se ha compro-
bado un hecho sospechado desde hace muchos
afos (14, 15): células fetales pasan a la sangre
materna (16, 17). Se estan desarrollando métodos
para que el aislamiento de dichas células sea apli-
cable a grandes grupos de poblacion (18), y luego
mediante el empleo de la PCR se podra hacer un
diagnostico prenatal muy répido (atin desde la
semana siete de embarazo se han demostrado cé-
lulas fetales en circulacion materna), certero y no
invasivo, de fibrosis quistica, de otras enfermeda-
des mendelianas caracterizadas a nivel molecular,
de Sindrome de Down y otras anormalidades
cromosomicas (16).

Mutaciones del gene CFTR
en infertilidad masculina

Otro aspecto importante del diagnoéstico
molecular de mutaciones del gene de la fibrosis
quistica es que se han detectado en individuos
infértiles de sexo masculino, sin ninguna
sintomatologia pulmonar o pancreatica, que pre-
sentan obstrucciéon de los tubulos seminiferos (19).
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La mayoria de los hombres con fibrosis quistica
tienen aspermia como resultado de la ausencia de
vasos deferentes, la puede constituir hasta 2% de
los casos de infertilidad masculina en la poblacion
general. Se han descrito casos esporadicos y otros
familiares, que siguen un claro patréon de herencia
autosOmica recesiva y se ha sugerido que en al-
gunas personas existen formas leves de fibrosis
quistica en que fenotipicamente so6lo se presenta
la infertilidad (20).

También se ha registrado la asociacion de
azoospermia y aplasia del epididimo y vasos defe-
rentes con sinusitis cronica, presentandose una
alta incidencia de heterozigocidad para la muta-
cion delta F 508. En estos pacientes se ha sospe-
chado que puedan existir mutaciones en la otra
copia del gene CFTR, que hasta el momento no se
puedan detectar (19, 21).

Posibilidades terapéuticas

Como se conoce la proteina CFTR y el gene
que normalmente la codifica, se ha especulado
que éste se puede insertar en un vector viral apro-
piado, que infecte la mucosa del epitelio respira-
torio (adenovirus) y después de integrarse al
genoma de la célula bajo la accion de un promotor
adecuado, se empiece a sintetizrla proteina CFTR
normal, curando s6lo temporalmente la enferme-
dad respiratoria, pues cada vez que se recambie el
epitelio habria que "nebulizar" de nuevo el virus
(22):

Existen dos estrategias para implementar la te-
rapia genética en el pulmoén: la primera consiste
en modificar las células tomadas del paciente en
un medio de cultivo y luego implantarlas en el
organismo. La segunda consiste en introducir los
vectores que portan el gene normal, y esperar que
las células se infecten in vivo (23). Todas estas
técnicas estan dirigidas hacia el mejoramiento de
ciertos grupos de células somaticas, y, por lo tan-
to, las células germinales no tendran modificacio-
nes que pasen a la descendencia (24). Habria que
buscar la manera de mandar el gene de la proteina
normal a otros o6rganos, como el pancreas y el
colon. Ademas, se deberia controlar su expresion
para que no se produzca la proteina en lugares
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donde normalmente no se sintetiza, como el cere-
bro. Probablemente, al finalizar el siglo se habran
tratado las primeras personas; ya se esta empezan-
do a hacer con otras enfermedades como la
inmunodeficiencia severa combinada, debida a un
defecto en la enzima adenina deaminasa (25).
Estas modalidades terapéuticas seran mas racio-
nales que las utilizadas ocasionalmente, como
trasplantes de pulmon (26).

En un futuro, tal vez la terapia mas logica serd a
nivel de la linea germinal, logrando introducir el
gene normal en todas las células del individuo en
las futuras generaciones y de esta manera corregir
de una vez por todas este problema.
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