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RESUMEN

La fibrosis quistica se transmite con un
patron de herencia autosomica recesiva, sien-
do de este grupo la enfermedad mas frecuen-
te en la poblacion de origen caucasoide
(1/2.500). En 1989 la caracterizacion del gen
CFTR abre la posibilidad del diagnostico mole-
cular a los afectados y su entorno familiar, pro-
piciando la deteccion de portadores, el diag-
noéstico prenatal y, en los ultimos anos, el
diagnéstico preimplantacional. El analisis gené-
tico pone en evidencia la alta heterogeneidad
molecular y su variable expresion fenotipica,
dependiente, no solo del gen CFTR, sino tam-
bién de su interaccion con otros factores gené-
ticos y ambientales. La evolucion de la tecno-
logia en este campo es prometedora, desde
los equipos comerciales, técnicas de cribaje,
secuenciadores multicanal y DHPLC, al des-
arrollo de los microchips.

Por otro lado, se inician diferentes lineas
de investigacion dirigidas a acrecentar el cono-
cimiento sobre el gen (estructura, regulacion,
relacion con otros genes), la proteina (madu-
racion, actividad, fisiopatologia, mecanismos
de disfuncion) y la fisiologia celular. Los resul-
tados derivados de esta investigacion, los
modelos animales y las innovaciones tecno-
logicas, seran fundamentales para el de-
sarrollo y aplicacion de la terapia génica 'y
funcional.

PATRON DE HERENCIA

La fibrosis quistica (FQ; MIM# 219700) es
una enfermedad genética con herencia auto-
somica recesiva que afecta a 1/2.000-4.000
neonatos!". El portador de la enfermedad pre-
senta una sola mutacion y es asintomatico.

En una pareja de portadores el riesgo de FQ
en la descendencia es del 25%, un 50% de
portadores y el 25% restante no tendra nin-
guna mutacion. Un afectado de FQ presenta
dos mutaciones, una de cada progenitor. Sin
embargo, considerando la alta heterogenei-
dad molecular, la identificacion de genotipos
complejos y la posibilidad de una delecion
enmascarada, es importante, en cada nucleo
familiar, determinar el origen paterno / mater-
no de las mutaciones identificadas en el
paciente. La confirmacion inequivoca del geno-
tipo es indispensable para el consiguiente ase-
soramiento genético del enfermo y su entor-
no familiar.

EL GEN CFTR

Localizacion y estructura

A partir de 1985, los estudios de ligamiento
genético basados en un importante numero
de familias permitieron identificar marcado-
res polimérficos utiles para el diagnostico mole-
cular®. Este hallazgo supuso un avance fun-
damental, tanto por la posibilidad de ofrecer
a las familias la deteccion de portadores y el
diagnéstico prenatal, como por la definicion
de una region candidata en el brazo largo del
cromosoma 7 (Fig. 1).

Las técnicas de clonaje posicional lograron
delimitar esta region del genoma, localizando
nuevos marcadores flanqueantes al locus del
gen, marcadores que mostraron desequilibrio
de ligamiento® dando mayor fiabilidad al estu-
dio genético. Las distintas frecuencias de los
haplotipos obtenidos con estos marcadores
indicaban una distribucién heterogénea, en
base a la cual se postul6 una mayor diversidad
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FIGURA 1. Localizacion del gen CFTR en el brazo
largo del cromosoma 7 (7g31.2).

de mutaciones en las poblaciones mediterra-
neas respecto a las del Norte de Europa®.

Un analisis exhaustivo de la region con-
dujo, finalmente, a la caracterizacion del gen
CFTR (cystic fibrosis transmembrane conduc-
tance requlator; MIM# 602421) en 7q31.2®. El
gen CFTR abarca una secuencia genomica de
230 kb organizada en 27 exones. El cDNA iden-
tifica un transcrito de 6,1 kb con 4.400 nucle-
otidos que codifican una proteina de 1.480
aminodcidos y 170kDa® (Fig. 2). Los estudios
de la region promotora indican la presencia de
diferentes puntos de inicio de la transcripcion
y un complejo mecanismo de regulacion res-
ponsable de su expresion tejido dependiente
y de la especificidad observada a lo largo del
desarrollo?.

Tipos de mutacion

La denominacion de las mutaciones des-
cribe el cambio de secuencia a nivel de DNA,
RNA o proteina®. En el gen CFTR predominan
las mutaciones puntuales que afectan a uno o
pocos nucleotidos. En las mutaciones “error
de sentido” el cambio de nucleotido deter-
mina, a su vez, un cambio de aminodacido. Por
ejemplo, la mutacion R334W en la cual la argi-
nina del codon 334 es sustituida por triptofa-
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no. Estas mutaciones constituyen el grupo mas
numeroso y representan casi el 50 % del total.

Las mutaciones con “cambio de pauta” son
producidas por la insercion / delecion de uno
0 pocos nucleotidos que acaban generando
una proteina truncada. La mutacion 1609del-
CA indica la pérdida de las bases citosina y
adenina. Un 23 % de las mutaciones CFTR per-
tenecen a este grupo.

Las mutaciones que modifican la senal de
splicing producen proteinas inestables de dis-
tinto tamano, bien por la incorporacion de una
secuencia codificante como ocurre en la muta-
cion 1811 +1,6kbA > G, que adiciona 16 ami-
noacidos a la proteina en el intron 11, bien por
su eliminacion; la pérdida del exon 5 se debe
alamutacion 711 + 1G>T. El 16 % de las muta-
ciones CFTR afectan al correcto splicing.

Un porcentaje similar corresponde a muita-
ciones “sin sentido” que originan un codon de
terminacion. Esta senal prematura impide la
sintesis de la proteina. Su nomenclatura con
la letra “X” sefala el codon en el cual se pro-
duce la interrupcion (G542X, R1162X).

Las deleciones / inserciones de tamafno
variable comprenden un 5%. La mutacion
F508del es la consecuencia de la pérdida de
un unico triplete, mientras que la delecion de
21 kb, CFTRdele2,3, abarca los exones 2, 3, y
buena parte de los intrones flanqueantes.

Heterogeneidad molecular

La mutacion F508del es la mas prevalen-
te del gen CFTR y fue la primera identificada.
Esta mutacion, producida por la pérdida del tri-
plete CTT, determina la delecion de la fenilala-
nina en el codon 508¢. En la poblacion mun-
dial, alrededor de 2/3 de los genes CFTR
presentan esta delecion; sin embargo, se ha
descrito un amplio rango de frecuencias. En
Europa, su frecuencia oscila desde el 87 % en
Dinamarca hasta el 21 % en Turquia y, en gene-
ral, se observa un gradiente Norte-Sur, indi-
cando la mayor heterogeneidad molecular de
la region mediterranea?. Actualmente, la base
de datos del consorcio FQ retine mas de 1.000
mutaciones™, de las cuales solo cinco, F508del,
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FIGURA 2. Esquema de la estructura genomica de CFTR (230 kb). Producto de la transcripcion, RNA
(6,1 kb) y la proteina con los dominios en la membrana celular (TM1, TM2) y el citosol (R, NB1, NB2, NH,-

terminal y COOH-terminal).

G542X, G551D, N1303K y W1282X, pueden
considerarse ampliamente representadas, con
una frecuencia global superior al 1 % (2.

El grado de heterogeneidad molecular
depende del grupo étnico de origen y/o de la
region geografica. En la poblacion Hutterita,
las mutaciones F508del y M1101K represen-
tan el total de los alelos FQ'®. En contraste, la
poblacion francesa presenta una alta hetero-
geneidad con mas de 300 mutaciones'®. El
analisis molecular en la poblacion espanola
también evidencia un amplio espectro sobre-
pasando el centenar de mutaciones; de €stas,
unicamente 12 presentan una frecuencia supe-
rior al 1 %9 (Casals, datos no publicados)
(Tablas 1, 2). Ademas, las colonizaciones acae-
cidas a lo largo de la historia ponen de mani-
fiesto diferencias en nuestra geografia®e!?,
entre las que destacan la mutacion F508del
que con una frecuencia media del 51 %, alcan-
za el 80% en el norte peninsular, Pais Vasco!'®
y Asturias"?, y la mutacion G542X con una
mayor prevalencia en el area mediterranea®.

La especificidad de mutaciones en regiones
geograficas definidas indica un origen comun.
La mutacion CFTRdele2,3 se ha identificado en
el Este y Centro de Europa con frecuencias del
2-6 % . El mismo haplotipo observado utilizando
marcadores intragénicos fundamenta la hipo-
tesis del origen comun de esta mutacion®.

La asociacion haplotipo-mutacion no es
siempre tan especifica, de manera que algu-
nas mutaciones presentan diferentes haplotipos
asociados, lo que sugiere un fenémeno de recom-
binacion génica o de mutacion recurrente. Ejem-
plos de recombinacion génica son caracteristi-
cos entre las primeras mutaciones originadas
(F508del)?», mientras que la recurrencia se ha
propuesto como hipotesis més probable en aque-
llas mutaciones que afectan un dinucledtido CpG
(R347P, 3849 + 10kbC >T), secuencias cono-
cidas por su alto indice de mutaciones®.

La alta heterogeneidad molecular y el
espectro especifico de cada poblacion senalan
la importancia de su documentacion en el ana-
lisis molecular.
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TABLA 1. Mutaciones prevalentes en

la poblacion espafnola*®

Mutacion Exon / Intron
F508del E.10
G542X E.11
N1303K E.21
R334W E.7
1811 + 1.6kbA>G [.11
7T11+1G6>T 1.5
R1162X E.19
L206W E.6a
Q890X E.15
R1066C E.17b
2789 +5G>A [.14b
1507del E.10
G85E E3
1609delCA E.10
2869insG E.15
712-1G>T 1.5
W1282X E.20
3272-26A>G [.17a
2183AA>G E.13
2184insA E.13
K710X E.13
A1006E, 5T E.17a
1078delT E.7
621 +1G>T 1.4
V232D E.6a
R347H E.7
R553X E.11
R709X E.13
3849 + 10kbC>T [.19
TOTAL

Porcentaje
51,15
7,95
3,33
2,05
1,99
1,73
1,47
1,41
1,41
1,28
1,22
1,09
0,96
0,96
0,90
0,90
0,90
0,83
0,77
0,64
0,64
0,64
0,58
0,51
0,51
0,45
0,45
0,45
0,45
87,62

TABLA 2. Mutaciones raras
identificadas en la poblacion FQ
espafola

Porcentaje  Mutacion

0,4-03 G85V, R347P, G551D, 1812-
1G>A, W1089X, CFTR50kbdel,
296 + 3insT, R117H, P205S,

S549R, 1949del84, Y1092X

0.2 -0,1 H199Y, 936delTA, 1717-8G> A,
2603delT, G1244E, Q2X,
CFTRdele2,3, 405+ 1G> A,
E92K, 1148T, L558S, 1717-
1G>A, A561E, Q1100P, M1101K,
CFTRdele19, 3849 + 1G> A,
G1244V, D1270N, Q1281X,

Y1381X

< 0,1 P5L, Q30X, W57X, E60K, QI8R,
A120T, L159S, 711 +3A> T,
875+ 1G>A, W202X, E278del,
L320V, L365P, A399D,
1548delG, 1677delTA, K536X,
R560G, 1782delA, L5718,
T582R, E585X, 1898 +3A > G,
G673X, E692X, 2051delTT,
D836Y, R851X, R851L, 2711delT,
2751 +3A>G, 3121-1G> A,
V1008D, L1065R, F1074L,
R1158X, 3659delC, 3667del4,
3737delA, 3860ins31, 3905insT,
4005+ 1G>A, E1308X,
Q1313X, 4095+ 2T >A, Y1014C

*Resultados del analisis molecular en 780 familias FQ

(CGMM-IRO).
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PROTEINA CFTR

Estructura y mecanismo

La proteina CFTR pertenece a la familia de
transportadores ABC (ATP-Binding Cassette)??.
A diferencia de otras proteinas de transporte,
CFTR presenta un dominio regulador (R) que
une dos motivos, cada uno formado por un
dominio transmembrana de seis segmentos
(TM1, TM2) y un dominio de union al ATP



(NB1, NB2). Los dominios NB1, NB2 y los extre-
mos NH,- y COOH- terminal se encuentran en
el citosol® (Fig. 2).

CFTR es un canal de cloruro regulado por
AMPc. La activacion del canal depende de una
compleja regulacion en la que intervienen la
fosforilacion del dominio R mediante protei-
na quinasa Ay la posterior union e hidrolisis
de ATP en los dominios NBs. Mientras la union
ATP-NB1 produce la hidrélisis de ATP e inicia
la apertura del canal, la union ATP-NB2 esta-
biliza el canal abierto y, finalmente, la hidro-
lisis de ATP en NB2 conduce al cierre del canal.
Si el dominio R se mantiene fosforilado, los
ciclos de union e hidroélisis de ATP se suceden
y el canal se abre y cierra regularmente®®. El
poro del canal esta formado por los dominios
TM y se ha postulado que los bucles trans-
membrana del citosol contienen senales de
interaccion con los dominios NBs para llevar
a cabo el transporte de cloruro®@®. Este com-
plejo mecanismo evidencia la precisa interac-
cion entre los diferentes dominios.

Ademas, la regulacion del canal depende
de la interaccion de CFTR con otras proteinas
del citosol que contribuyen al cambio confor-
macional necesario para su apertura. Final-
mente, estudios recientes han demostrado la
presencia de dimeros CFTR que abren nuevas
lineas de investigacion sobre su papel en la
actividad del canal®?.

Funciones del canal

CFTR es un componente esencial para la
permeabilidad ionica de las células epiteliales.
Por consiguiente, la disfuncion total o parcial
del canal aumenta la viscosidad de las secre-
ciones y desencadena los procesos patologicos
en los tejidos donde se expresa. Ademas de
controlar el transporte de cloruro, CFTR regu-
la otros canales ionicos (ENaC, ORCC, ClI-/
HCOs, CaCC). Esta regulacion de CFTR es espe-
cifica de tejido; asi, se ha observado que en
ausencia de CFTR, la absorcion de Na+ aumen-
ta en el epitelio pulmonar y disminuye en las
glandulas sudoriparas, sugiriendo la interven-
cion especifica de factores moduladores®®.
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Asimismo, se especula sobre el control de
CFTR en la liberacion del ATP extracelular, el
pH intracelular y en la inmunidad celular®?.

Causas de la disfuncién

Es previsible que cualquier alteracion en
la secuencia del gen afecte la compleja regula-
cion del canal, modificando la sintesis y/o estruc-
tura de la proteina. El efecto sobre la proteina
depende del tipo de mutacion y su localizacion.
Basandose en los estudios funcionales de pro-
teinas anémalas se ha propuesto la clasificacion
de las mutaciones en 6 grupos®®>. La clase |
incluye mutaciones que introducen una senal
prematura de terminacion, produciendo trans-
critos inestables y/o proteinas truncadas. Las
mutaciones de este grupo pueden ser “sin sen-
tido” (G542X), “cambio de pauta” (3905insT) o
splicing (621 + 1G>T).

Las mutaciones de clase Il afectan la madu-
racion de la proteina. En el proceso de biosin-
tesis intervienen chaperonas (hsp70, calnexi-
na) que interaccionan con CFTR. Las proteinas
inmaduras quedan ancladas por estas chape-
ronas y son degradadas en el reticulo endo-
plasmico, solo excepcionalmente consiguen
alcanzar la membrana celular. La mutacion
F508del es la mas relevante de este grupo.

Las mutaciones de clase I alteran la regu-
lacion del canal reduciendo su actividad. Inte-
gran este grupo mutaciones de los dominios
Ry NBs de los que depende la fosforilacion y
unién de ATP (G551D).

La clase IV esta constituida por mutacio-
nes que cambian los aminoécidos que forman
el poro del canal. Se localizan en los dominios
TM y reducen la conduccion ionica (R117H,
R347P).

En la clase V se agrupan las mutaciones
que producen una disminucion en la sintesis
de proteina. Aunque la mayoria son mutacio-
nes de splicing que producen transcritos alter-
nativos (2789 + 5G> A, 3849 + 10kbC > T, 5T),
también se ha demostrado este mismo efec-
to en mutaciones “error de sentido” (D565G,
G576A) mediante el andlisis de los transcritos
y la construccion de mini-genes®?.
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Finalmente, la clase VI estd formada por
mutaciones que determinan la pérdida del
extremo COOH- terminal, reduciendo la esta-
bilidad de la molécula (Q1412X, 4279insA).

En general, las mutaciones de clase [ y 11
impiden la maduracion de la proteina y se aso-
cian a un fenotipo de FQ grave, mientras que
las mutaciones de clase I11-VI estédn asocia-
das a una amplia variabilidad fenotipica. Sin
embargo, hay que tener en cuenta que algu-
nas mutaciones alteran varias funciones de
CFTRy, por consiguiente, pueden ser inclui-
das en mas de una clase, o producen una dis-
funcion distinta a la esperada. En particular,
las mutaciones “error de sentido” requieren el
estudio funcional de las proteinas mutantes
para determinar las consecuencias sobre la
actividad del canal. Asi, el analisis de la muta-
cion M1137R en el dominio TM12, hipotéti-
camente en la clase IV, demuestra que la muta-
cion afecta al proceso de maduracion de la
proteina (clase 11)®3. Bajo esta optica, la cla-
sificacion propuesta debe ser considerada con
cierta flexibilidad.

CORRELACION GENOTIPO - FENOTIPO

Fibrosis quistica clasica

En su forma clésica, las manifestaciones
clinicas de la FQ afectan a las glandulas su-
doriparas y los tejidos pulmonar, digestivo y
reproductor, un fenotipo producido por la
ausencia de proteina funcional. Es habitual en
estos pacientes un diagndstico temprano, ya
que la sintomatologia aparece en los prime-
ros meses / anos de vida. Ante la sospecha cli-
nica, parametros como el test del sudor y el
analisis molecular corroboran el diagndstico.
Los criterios diagndsticos de FQ fueron esta-
blecidos por la Cystic Fibrosis Fundation en
199864,

Aproximadamente un 50% de los pacientes
presentan un genotipo F508del / F508del aso-
ciado a un cuadro clinico de FQ grave. Mutacio-
nes “sin sentido” (G542X, R553X), “cambio de
pauta” (1609delCA, 2183AA > G) y mutaciones
que afectan las secuencias consensus AG/GT de
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splicing (621 + 1G>T, 711 + 1G> T)%>37 produ-
cen proteinas truncadas que determinan un
fenotipo similar al de la mutacion F508del en
homocigosis. En cambio, las mutaciones “error
de sentido” se observan en un amplio espec-
tro fenotipico, en el que no falta la forma seve-
ra de FQ asociada a este tipo de mutacion
(N1303K, R1066C)5839.

Formas atipicas

La gran heterogeneidad molecular del gen
CFTR y la influencia de genes modificadores
determinan una amplia variabilidad clinica.
Mutaciones que producen nivel de proteina
reducido pero suficiente (3272-26A > G)“% o
una proteina parcialmente funcional (P205S,
L206W)“! 42 dan lugar a fenotipos con sufi-
ciencia pancredtica, test de sudor en el ran-
go intermedio, mejor estado nutricional y
mejor evolucion de la enfermedad pulmonar.

También entre las mutaciones leves se ha
descrito variabilidad clinica; asi, aunque la
infertilidad masculina afecta practicamente
a la totalidad de los pacientes, la mutacion
3849 + 10kbC > T se ha encontrado en pacien-
tes fértiles e infértiles, sugiriendo que la com-
petencia entre las sefales de splicing, normal
y alternativo, puede producir el nivel de pro-
teina suficiente para preservar la estructura del
tracto genital“?. En general, genotipos con al
menos una mutacion leve se asocian a FQ
moderada con diagnéstico en edad mas avan-
zada.

Las diferencias clinicas entre pacientes con
igual genotipo se han descrito incluso en
miembros de la misma familia (R334W,
G85E)“+#9 y sugieren la intervencion de fac-
tores genéticos y ambientales. Variaciones en
la secuencia del gen CFTR consideradas poli-
morfismos sin expresion clinica se han iden-
tificado en posicion cis con otras mutaciones,
formando alelos complejos que pueden mejo-
rar (-102T > A + S549R)#9 o0 empeorar (G576A
+ R668C) el efecto de la mutacion principal©2.

Nuevas lineas de investigacion para iden-
tificar la interaccion de CFTR con otros genes
han conducido a la localizacion de dos regio-



nes candidatas. Una region en 19q13 fue loca-
lizada a través del modelo murino Cftr-/-47. El
analisis de marcadores en hermanos afecta-
dos concordantes y discordantes para la pre-
sencia de ileo meconial redujo a 3 Mb la region
que correlaciona con el fenotipo digestivo“®.
Un estudio posterior analiza la region 7g31 en
tres grupos de pacientes, concordantes con
fenotipo grave, concordantes con fenotipo leve
y discordantes. Los autores postulan que el
fenotipo FQ podria ser modificado por el gen
LEP, un gen relacionado con la respuesta infla-
matoria y el estado nutricional“?.

Fenotipos relacionados

Paralelamente a los fenotipos FQ, también
han sido motivo de estudio las patologias
monosistémicas que comparten su clinica con
FQ y en las que se desconoce la etiologia. Estos
estudios evidencian, por un lado, el predo-
minio de mutaciones “error de sentido”, en las
que es dificil predecir si se produce alguna dis-
funcion y, por otro, la identificacion de una
sola mutacién en un porcentaje considerable
de pacientes®?. Ante esta situacion se espe-
cula sobre el papel de CFTR como un factor de
predisposicion. En este sentido y a la espera
de resultados mas concluyentes se ha pro-
puesto el término de “fenotipos relaciona-
dos”®.

Una de las patologias mas extensamente
analizadas y en la que no hay discrepancias
sobre el papel de CFTR es la infertilidad por
agenesia bilateral de conductos deferentes
(ABCD). El analisis mutacional evidencia la
especificidad entre este fenotipo y la variante
5T [IVS8-6(5T)]®+%. La eficiencia del splicing
del intrén 8 depende de la secuencia de timi-
dinas (5T, 7T, 9T), de forma que disminuye con
la longitud de ésta. Por consiguiente, el alelo
5T determina el mayor numero de transcritos
con ausencia del exon 9 y el nivel més bajo de
proteina. Sin embargo, la variante 5T se ha
identificado en individuos sanos, portadores
fértiles, pacientes ABCD y pacientes FQ, evi-
denciando la interaccion de otros factores en
la expresion del fenotipo. Diferentes estudios
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relacionan la penetrancia de la variante 5T con
el haplotipo (T)n-(TG)m, donde (T)n es la
secuencia de timidinas y (TG)m el dinucledti-
do flanqueante. Cuanto mayor es la secuencia
(TG) mayor es la penetrancia de la variante 5T
y peor el fenotipo. En pacientes ABCD el haplo-
tipo 5T-12TG es el mas prevalente, mientras
que algunos pacientes FQ presentan el haplo-
tipo 5T-13TG. Los haplotipos con expresion cli-
nica se encuentran muy raramente en el feno-
tipo normal®®.

En las otras patologias relacionadas con el
gen CFTR (pancreatitis crénica, bronquiecta-
sias, aspergilosis broncopulmonar alérgica,
hipertripsinemia, colangitis esclerosante) ©!-
525760 no se ha podido identificar, al menos de
forma unanime, una especificidad similar a la
encontrada en el fenotipo ABCD.

DIAGNOSTICO MOLECULAR

El andlisis molecular tiene como objetivo
la caracterizacion de las dos mutaciones res-
ponsables de la enfermedad. La mutacion de
origen paterno y materno puede ser la mis-
ma cuando se trata de una mutacion preva-
lente en la poblacion. Por ejemplo, la muta-
cion F508del representa un 50 % de los alelos
en la poblacion FQ espanola y se encuentra
en homocigosis en un 27 % de los pacien-
tes. Por el contrario, un paciente homocigo-
to para una mutacion poco frecuente sélo seria
esperable en casos de endogamia o consan-
guinidad.

Puesto que se ha descrito una alta especi-
ficidad molecular respecto al pais y/o etnia de
origen, es importante identificar las mutacio-
nes presentes y su frecuencia y evaluar cudl
es la estrategia mas idonea en cada caso®?
(Fig. 3). Las diferencias entre areas geografi-
cas son evidentes y la poblacion espafola no
€s una excepcion como ya se ha mencionado
previamente!!529.

Técnicas y nivel de deteccion

El andlisis molecular se ha simplificado
con la llegada de equipos comerciales que
permiten analizar de forma simultanea y rapi-
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FIGURA 3. Distribucion de las mutaciones CFTR en base a la casuistica de la poblacion FQ espanola.

da las mutaciones de mayor prevalencia en
la poblacion mundial. El nivel de deteccion
que ofrecen depende de la frecuencia de las
mutaciones analizadas y debe ser estimado
en cada region. Por término medio varia entre
el 70% y el 90% . En nuestro pais, su sensi-
bilidad oscila alrededor del 76 %, lo que sig-
nifica que un 60% de los pacientes pueden
ser totalmente caracterizados, otro 35% lo
son parcialmente y en un 5% no se detecta
ninguna mutacion.

Alternativamente, frente a un diagnostico
clinico inequivoco, el estudio familiar y pre-
natal se puede llevar a cabo combinando el
analisis directo (mutacion conocida) con la
informacion obtenida del analisis de marca-
dores intragénicos (SNP’s, microsatélites).

La busqueda de mutaciones raras viene con-
dicionada por el tamano del gen CFTR. En los
ultimos anos, su abordaje se ha realizado
mediante técnicas de cribaje que requieren
mayor formacion e infraestructura, por lo que
se han desarrollado en laboratorios de refe-
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rencia. Estas técnicas incluyen, fundamental-
mente, el analisis de la conformacion poli-
morfica de la cadena sencilla (SSCP)©% (Gene-
phor Amersham Pharmacia Biotech, UK) y la
electroforesis en gel de gradiente desnaturali-
zante (DGGE)®¥. Ambas técnicas de cribaje tie-
nen una alta sensibilidad para la deteccion de
cambios puntuales en la secuencia de DNA lo
que permite seleccionar las regiones candida-
tas. Finalmente, el analisis de la secuencia per-
mitira identificar la mutacién o polimorfismo
responsable del patron anomalo. Esta estra-
tegia permite aumentar el nivel de deteccion
hasta un 95-98%.

Un porcentaje de mutaciones CFTR son
deleciones / inserciones de gran tamafo que
no pueden ser detectadas mediante las téc-
nicas de cribaje. Para su caracterizacion se
necesitan técnicas mas complejas como el Sou-
thern blot, la electroforesis en campos pulsantes
(PFGE) o la mas reciente, PCR multiplex cuan-
titativa de pequenos fragmentos fluorescentes
(OMPSF)©9),



Probablemente, el continuo avance de la
tecnologia sera un factor decisivo en la implan-
tacion de nuevos métodos de analisis mas efi-
caces, algunos ya disponibles, como los secuen-
ciadores multicanal y el analisis en
cromatografia liquida de alto rendimiento des-
naturalizante (DHPLC)©® y otros, todavia en
fase experimental (microchips).

Indicaciones del estudio molecular

El estudio genético estd totalmente indi-
cado en pacientes que refieren antecedentes
familiares y ante una sospecha clinica, consi-
derando la gran variabilidad fenotipica que tie-
ne la enfermedad y que, excepcionalmente,
puede ir acompanada de un test de sudor nor-
mal o en el limite. En pacientes con clinica
dudosa, la identificacion de las mutaciones
confirma el diagnostico y permite el control y
tratamiento del paciente en una unidad espe-
cializada®?.

En el periodo perinatal, se debe realizar el
estudio molecular ante la presencia de ileo
meconial y/o cribaje neonatal positivo. Tam-
bién es preceptivo el andlisis a los padres, cuan-
do la ecografia del feto muestra hiperrefrin-
gencia intestinal. Estas situaciones se asocian
con relativa frecuencia a FQ. La presencia de
ileo meconial se ha descrito en un 10-15% de
los afectados™. En los Programas de Detec-
cién Precoz (PDP), una tripsina inmunorre-
activa elevada (0,5%-1 % de neonatos) sera
indicativa de seguimiento clinico y molecu-
lar®?. Del PDP desarrollado en Cataluna duran-
te un periodo de tres afios, se estima una pre-
valencia de 1/5.500 neonatos®®. Asimismo,
entre los casos de hiperrefringencia intestinal
un 3% seran diagnosticados de FQ©?.

Deteccion de portadores

Se aconseja a todos los adultos con ante-
cedentes familiares de la enfermedad que le
suponen un riesgo a priori superior al de la
poblacion general (1/25-30). La capacidad diag-
nostica del estudio depende de la informacion
disponible y, por consiguiente, el primer paso
es determinar el genotipo del caso indice. Si
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este analisis no es factible, se recomienda ana-
lizar las mutaciones frecuentes en la poblacion
considerando que el resultado positivo confir-
ma el diagnostico, pero un resultado negativo
conduce a una nueva estimacion de riesgo, sin
que se pueda descartar totalmente el status de
portador®?,

La deteccion de portadores en la poblacion
general se ha planteado repetidamente, sin
embargo, no se dan las condiciones (eficacia,
rapidez, bajo coste) para su abordaje, salvo
regiones muy concretas con poblacion redu-
cida y baja heterogeneidad molecular. Ademas,
un protocolo de este tipo debe considerar el
impacto psicologico sobre el individuo y la con-
fidencialidad del estudio. En base a estas limi-
taciones, se aconseja el analisis de las muta-
ciones frecuentes a los individuos de la
poblacion general que establecen vinculos de
pareja con afectados o portadores de la enfer-
medad, a fin de estimar el riesgo en la des-
cendencia®?. Es previsible que en el futuro se
produzcan cambios importantes en este plan-
teamiento, a medida que las nuevas tecnolo-
gias moleculares propicien este tipo de estu-
dios en un tiempo y coste razonables.

Diagnostico prenatal

Una vez identificado el genotipo del pacien-
te y su nucleo familiar se puede ofrecer el ase-
soramiento genético adecuado y las posibili-
dades diagnosticas ante un embarazo.

Las parejas que solicitan diagnostico pre-
natal se consideran en dos grupos. El primero
comprende las parejas de alto riesgo (1/4) en
las que ambos progenitores son portadores de
una mutacion. El segundo incluye parejas de
bajo riesgo, en las que uno es portador y el
otro pertenece a la poblacion general; en este
caso el riesgo a priori de FQ en la descenden-
cia es < 1/100, en funcién de la incidencia en
cada poblacion. Descartar las mutaciones fre-
cuentes al miembro de la poblacion general
permite reducir este riesgo?.

El tipo de muestra fetal depende del ries-
go estimado, del tiempo de gestacion y de la
informacion molecular disponible. Por lo gene-

37



T. CASALS SENENT

ral, se obtiene vellosidad corial alrededor de
las 10 semanas en parejas de alto riesgo y liqui-
do amnidtico, entre las semanas 16-19, si se
trata de una pareja de bajo riesgo. En este ulti-
mo caso, se aconseja complementar el anali-
sis molecular, limitado al 50 %, con el bioqui-
mico (enzimas pancreaticos). La combinacion
de ambos resultados permite un diagnostico
mas preciso.

Diagnéstico preimplantacional

A partir de los anos 90, los progresos tec-
nologicos en reproduccion asistida y diag-
noéstico molecular posibilitan el diagnostico
preimplantacional como alternativa al diag-
nostico prenatal. El objetivo del diagnostico
genético preimplantacional (DGP) es deter-
minar las caracteristicas genéticas del embrion
a partir de una sola c€lula obtenida median-
te biopsia embrionaria, sin perjuicio para la
viabilidad del embrion. Por consiguiente, el
DGP requiere la obtencion de embriones
mediante fecundacion in vitro, analisis de una
célula de cada embrion y, por ultimo, la selec-
cion de aquellos que no presentaran la enfer-
medad para su implante. El porcentaje de
embarazos conseguidos en enfermedades
monogénicas es similar al de una fecundacion
in vitro por otras causas, alcanzando a un 40 %
de las parejas.

El DGP se ha visto condicionado por la
optimizacion en el aislamiento y anélisis de
los blastémeros. Por otro lado, aunque la FQ
se encuentra entre las enfermedades mono-
génicas susceptibles del DGP, el numero ele-
vado de mutaciones (> 1.000) representa un
segundo inconveniente a la hora de disponer
de protocolos eficientes. Para salvar estas difi-
cultades, los protocolos actuales abordan el
analisis de la mutacion mas frecuente
(F508del) y uno o dos marcadores polimor-
ficos (IVS8CA, IVS17bTA) mediante PCR mul-
tiple™. Este tipo de analisis puede ser apli-
cado practicamente a la totalidad de las
parejas, eliminando el analisis especifico de
mutaciones raras que requieren un largo
periodo de puesta a punto.
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MODELOS ANIMALES

La obtencion de modelos animales con un
fenotipo similar al observado en los pacientes
humanos es uno de los objetivos planteados
en muchas enfermedades para el ensayo de
nuevas terapias. El raton knockout Cftr-I- (sin
expresion de CFTR) manifiesta desde el naci-
miento el fenotipo FQ digestivo y una de estas
cepas fue relevante en la busqueda de genes
moduladores de CFTR®“749),

Sin embargo, en FQ, la enfermedad pul-
monar es la mayor responsable de la morta-
lidad entre los afectados y, por consiguiente,
el maximo interés de la investigacion es lograr
un modelo animal que presente la enferme-
dad pulmonar. En este sentido, un paso impor-
tante es el trabajo presentado por Koehler et
al.? utilizando un nuevo vector adenoviral en
el cual se ha insertado el cassette que contie-
ne un promotor y el cDNA de CFTR. El estu-
dio muestra que unicamente los ratones knock-
out Cftr-I- previamente tratados son capaces
de proteger el pulmon de la posterior infec-
cion, dejando el agente patégeno a un nivel
basal indistinguible del de los ratones control.
Aunque algunos aspectos son mejorables y
requieren ser contrastados, el trabajo demues-
tra, por primera vez, que la terapia génica pue-
de ser evaluada a nivel pulmonar.

TERAPIA

Los avances en el tratamiento sintomati-
co, mediante farmacos que actuan sobre la
infeccion, inflamacion, funcion pancreética
y la viscosidad de las secreciones, asi como la
fisioterapia y el trasplante pulmonar, han sido
y son, junto al diagndstico precoz, los ele-
mentos fundamentales en la mejor expecta-
tiva y calidad de vida de los pacientes.

Con todo, el objetivo primordial sigue sien-
do la recuperacion de una proteina funcional
que evite la aparicion del fenotipo FQ. En este
sentido, las lineas de investigacion se centran
tanto en la proteina como en el gen CFTR.

Dada la prevalencia de la mutacion
F508del, numerosos proyectos estan focaliza-
dos en el rescate de la proteina que, debido



a su conformacion anémala, no logra la forma
glicosilada funcional, siendo degradada por los
mecanismos de control celular. Estudios en
cultivos celulares han conseguido la expresion
de la proteina-F508del reduciendo la tempe-
ratura de incubacion o anadiendo chaperonas;
sin embargo, la proteina-F508del presenta
menor estabilidad y actividad que la protei-
na salvaje. Por consiguiente, el objetivo de la
terapia funcional es identificar farmacos efi-
caces para producir la correcta conformacion
de la proteina-F508del sin interferir negati-
vamente en la actividad del canal. Se ha pos-
tulado el butirato sédico como un posible
candidato, ya que se trata de un activador
transcripcional con accion sinérgica a tem-
peratura reducida, condiciones que aumenta-
rian la proporcion de proteina con la confor-
macion adecuada’.

Alternativamente, el objetivo de la terapia
génica es introducir una molécula de DNA o
RNA en la célula diana para su expresion. Mas
alla de las expectativas iniciales, los ensayos
han evidenciado multiples obstaculos que difi-
cultan su aplicacion clinica. Por tanto, es requi-
sito previo optimizar su eficacia evaluando los
elementos que intervienen y la respuesta celu-
lar que genera. Esto incluye, fundamental-
mente, el tipo de vector (viral, no-viral), la res-
puesta inmune, la eficacia de la transferencia
y el nivel de expresion génica en las células
diana.

Los adenovirus asociados (AAV) se postu-
lan como los vectores virales mas eficaces debi-
do a su cadena unica de DNA, falta de capa-
cidad para la replicacion y ausencia de
toxicidad. Compiten con ellos los liposomas
cationicos, vectores no-virales, que cuentan
con mayor potencial en cuanto a la cantidad
y longitud de DNA; sin embargo, presentan un
relativo gran volumen que limita su eficacia
para atravesar la membrana celular>74.

Estrategias dirigidas a minimizar estos pro-
blemas proponen una terapia de reparacion
utilizando pequenos polipéptidos capaces de
corregir unicamente la secuencia mutada. La
coexpresion de proteina-F508del y un mini-
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gen con la secuencia salvaje de la region muta-
da permitiria, por la interaccion entre los domi-
nios de CFTR, la maduracion de la proteina-
F508del"™. Otra propuesta de terapia
reparadora utiliza el mecanismo de splicing del
pre-RNAm, este mecanismo forma hibridos de
RNAm funcional mediante splicing intermo-
lecular de distintos pre-RNAmM@).

A pesar de los adelantos producidos en este
campo, el desarrollo de nuevas tecnologias, el
conocimiento mas profundo de la biologia celu-
lar y la disponibilidad de modelos animales,
son condiciones indispensables para la apli-
cacion de estas terapias en el futuro.
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