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A. JUSTIFICACION

La Fibrosis Quistica (FQ) es una enfermedad humana cuya
patologia tiene bases genéticas y bioquimicas especificas.
Esto la hace un modelo de estudio interesante para
investigacién en diversas &reas de la Biologia, comoc por
ejemplo: el desarrollc de técnicas de biologia molecular
aplicadas al diagnéstico de FQ, creacién de modelos
experimentales en animales que permiten estudiar 1la
fisiopatologia de la enfermedad y la posible aplicacidn de

la ingenieria genética para el tratamiento de la FQ.

Un inconveniente fundamental en el estudio de la FQ es
gue se ha generado un cimulo de informacidn dispersa, como
resultado de la falta de sistematizacidon de los
conocimientos de la enfermedad. Esto +tree consige una
dificultad importante para fundamentar lineas de

investigacibén que produzcan resultados relevantes sobre FQ.

Por otro lado, se sabe que la FQ es, dentro de las
enfermedades metabdlico-genéticas, una de las mas comunes,
lo que ha hecho gue recientemente se tenga, a nivel mundial,
un interés particular sobre investigacion basica en FQ
principalmente a nivel de estudios genéticos y metabdllicos.
La dimportancia actual para 1llevar a cabo investigacién
bésica sobre FQ, radica fundamentalmente en conocer mas
sobre los mecanismos de produccion de la enfermedad a nivel

molecular vy avanzar sobre métodos terapetticos especificos.



En México, las enfermedades metabdlico-genéticas como
la FQ han sido pobremente estudiadas a todos los niveles
por ejemplo, no existen datos sobre casuistica de FQ en
nuestra poblacién, como tampoco existen estudios
sistematizados a nivel clinico y/o basico (Pérez-Fernandez,
et al., 1990). Esto hace que se deba de empezar desde 1la
base para poder plantear en nuestro pais estudios scbre FQ
gque utilicen metodologia actual basada en los reportes de la

literatura.

Esto (Gltimo hace de gran importancia el llevar a cabo
un estudio de tipo biblicgrafico sobre FQ, cuyo objetivo
serd, principalmente, organizar la informacién que se tiene
actualmente a nivel mundial sobre esta enfermedad, que
permita plantear de forma ordenada protocelos de

investigacidon sobre FQO en México.
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B, OBJETIVOS

Organizar la informacidn que se tiene sobre FQ,

comprendida basicamente de 1975 a 1989.

Difundir los conocimientos basicos sobre esta

enfermedad.



C. INTRODUCCION

La unién conceptual de la genética y la bioquimica es
quiza uﬁa de las mas importantes aportaciones a la ciencia
bioldgica de las décadas pasadas. Cada una de estas
disciplinas influye en la otra y ambas participan en la

comprension de las enfermedades humanas.

La historia de la genética y la bioguimica humandas
comienza a principios de siglo cuando Sir Archibald Garrod
inicia sus brillantes estudios acerca de la alcaptonuria, de
los que se derivd el concepto de Errores Innatos del
Metabolismo (EIM): Enfermedades hereditarias que tienen en
comin un <trastorno de alguno de los miltiples procesos
quimicog que continuamente se llevan a cabo en el cuerpo

(Garrod, 1908 y Stanbury, 1983).

Otro concepto muy relacionado con el concepto de EIM de
Garrod, es el concepte de un gen-una enzima de Beadle y
Tatum, el cual estd basado en los cuatro corolarics
siguientes: a) todos los procesos bilogquimicos en todos los
organismos estan bajo control genético; b) estos procesos
bioguimicos son resolubles en una serie de reacciones
individuales; c) cada reaccidén bioquimica estd bajo el
control final de un diferente gen individual: y 4d) las
mutaciones de un gen individual resultan o afectan solamente
la habilidad de la célula para llevar a cabo una séla
reaccién quimica primaria (Beadle y Tatum, 1941; Bonéy Yy

Rosenberg, 1979).



Asi en los EIM hay un defecto o mutacidn en el gen que
codifica para una enzima o proteina de una via metabblica en
particular, la cual se ve afectada globalmente (Stanbury,
1983 y Velazquez, 1981). Hay una gran cantidad y variedad de
EIM, por defectos de enzimas para la degradacién de
aminoacidos (aa) o de azicares, asi como en proteinas
involucradas en el transporte, entre las cuales se encuentra
la FQ. En estos casos el sustrato de la enzima inactivada
se acumula y es muy frecuente gque se desvie en rutas
metabdlicas alternativas. El normalinente integrade vy
balanceado metabolismo de la célula se desajusta y es
entonces, cuando algunos de los metabolitos se acumulan
anormalmente mientras que otros son severa o completamente
deficientes. De esta manera el cuerpo comienza a envenenarse
y los sintomas caracteristicos de cada enfermedad se

manifiestan.

La Fé es una enfermedad hereditaria debida al mal
funcionamiento generalizado de las glandulas exdcrinas:
pancreas, glandulas intestinales, conductos biliares,
glandulas bronquiales y glandulas sudoriparas (Palacios~-
Trevifio Y Picazo, 1983; Pérez-Fernéndez, et al., 1990;
Robbins, et al., 1988; vaughan, et al., 1975 y Veldzqguez,
1587). La enfermedad aparece en la mayoria de los casos en
los primeros meses de vida, casi siempre en 1la primera
década y se ha visto gue en la totalidad de los casos
existen complicaciones pulmonares, deficiencia pancreatica,
alta concentracién de electrolitos en sudor y en algunos

casos se puede presentar también cirrosis hepdtica (Pérez-
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Ferndndez, et al., 1990 y Rommens, et al., 1989). Talamo
en 1983 sefala evidencias de la enfermedad durante la vida
intrauterina como la obliteracidén de los vasos aferentes del

varén, lo que provoca que en estado adulto sea infértil.
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D. HISTORIA

Antes de reconocer a la FQ como una entidad clinica,
muchos pacientes con la enfermedad morian durante la
infancia fundamentalmente per complicaciones de
bronconeumonfa. La enfermedad comc tal fué descrita por
primera vez por Fanconl en 1936 (Cortina-watsen, 1989),
aunque el primer reporte completo de la descripcidn
patoldgica y clinica fué realizado por Andersen en 1338

(Boat, et al., 1989).

Durante el estudic de la FQ se involucraron distintas

fases:

1. EBp 1936, Fanconi y colaboradores sefialan que
los cambios patolégicos en el pancreas y los efectos
clinicos debides a las deficiencias pancrefticas dieron
lugar a investigaciones para poder dar nombre a la

enfermedad: Fibrosis Quistica del Pancreas.

2.En 1945, Farber puntualizé que las alteraciones
en las secreciones mucosas pueden explicar muchos de
los sintomas de la enfermedad y sugirif6 entonces el

nombre de Mucoviscidosis,

3. Con la demostracién de Di Sant”™ Agnese vy
colaboradores en 1953, de la clara participacitn de las
gléndulas salivales y sudoriparas, se evidencis que las
FQ es en realidad una enfermedad que afecta muchas ©

quizd a teodas las gléndulas exécrinas.



4. Las evidencias mds recientes sugieren que el
gen anormal es expresado en todas las celulas del

cuerpo (Vaughan, et al., 1975).



E. ETIOLGGIR E INCIDENCIA

En aproximadamente 200 de las més de 500 enfermedades
génicas mas comunes se conoce cudl es el defecto en la
enzima o proteina correspondiente (Tabla I), que se
transmite a la descendencia por mecanismos de herencia
mendeliana. En el caso de la FQ, que es una de estas
enfermedades genéticas, se asume en general gque es
transmisible como una caracteristica autosdmica recesiva

(Robbins, et al., 1988 y Velazquez, 1987).

La incidencia tedrica entre hijos de portadores es de
1:4 y ambos sexos son afectados aproximadamente con la misma

frecuencia (Vaughan, et al., 1975).

Muchos aspectos de investigacion genética, indican que

la incidencia de homocigotos es de aproximadamente 1 en 2000

nacimientos {Tabla KI), en c¢ciuvdades con poblaciones
predominantemente caucésicas {Kirby, et al., 1981 vy
Wainwright, et al., 1985). Esto trae consigo que el 5% de

la poblacién general, en estos lugares sea portadora del gen
de FQ (heterocigotos). En general la FQ es rara entre la
gente oriental y entre negros africanos (Pérez-Fernandez, et
al., 1990 y Robbins, et al., 1988). En la poblacidén negra
de Estados Unidos de Norteamérica, la incidencia de FQ es de
1 en 17,000 nacimientos, lo cual indica que la frecuencia

del gen de FQ en negros norteamericanos es de
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TABLA 1. ENFERMEDADES GENICAS MAS COMUNES *

ERRORES INNATOS DEL METABOLISMO

INCIDENCIA

1. Fibrosis Quisitica

{defecto en 1a regulacion del canad de Cloro)

2. Distrofia Muscular
(defecto bésico desconocida)

3. Enfermedad de Gaucher
{defecto en 18 glucocerebrosidesa)

4. Infermedad de Tay-Sachs

1/2000
cawasicos

1 /3000 varones
(tigada al X)

172300 judios
1/75000 tatal

1/3500 judios

(defecto en ta hexnsaminidusa A) 1/35000 to1al

5. Pentosuria Esencial 142000 judios
{condicion favorable) 150000 totad

6. Hemofilia Cidsica 1710000 varones
{defecto det factor V111 de conpudecién) . (ligado et X)

?. Eenilcetonuria 1 /5000 irlandeses
{defecto en !a feniialenina hidroxilasa) 1413000 10taf

8. Cistinuria 1715000

{defecto bésico desconocido)

9. Leucodistrofia Metacromaética 1 /40000
(dafecto en la ariisulfatase A)

10. Galactosemsa 1/40000
(defecto de ja Gal- [-P uridi) transferasa)

HEMOGLOBINOPATIAS INCIDENCI A

1. Anemia de Células Faiciformes

(defecto en la cadena 3 de ja hemoglobina)

2. B-Talesemin

{defecto en Ja cadena 3 de 1a hemoglobina)

1/400 negros

1 7400 poblacitn
del mediterrance

“(Wetgon, of 34, 1383}
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aproximadamente 1 en 130 (Cutting, 1989). En la Repiblica
Mexicana debe haber de 750 a 1,000 casos nuevos anualmente
{Pérez-Ferndndez, et al., 1990 y Rivera, 1989), aungue en
realidad no se cuenta con cifras estadisticas de 1la

poblacidn general.

Pérez-Ferndndez y colaboradores en 1590, sefalan
textualmente que en la poblacidn latincamericana, con un
importante componente eurcpeo entre sus ancestros, es de
esperarse que la incidencila de FQ sea mayor de lo gque se ha

informado.
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F. CARACTERISTICAS PATOLOGICRS ¥ CLINICAS

En la fisiopatologia de la FQ, en general, el problems
mas importante es que las glandulas exdcrinas preducen moco
m&s espeso y pegajose, 1lo gue provoca una serle de
complicacieones en los aparatos respiratorio y digestivo, asi
como en conductos pancredticos y hepadticos (Cortina-wWatson,

1989) {(Fig. L).
1. Tracto Regpiratorio.

Las secreciones mucosas en el aparato respiratorio
causan obstrucciones principalmente en los bronquiclos gue a
su vez provocan retencidén de aire (hiperinflacidén},
colapsos (atelectasia) o infecclones que <traen como
caonsecuencia daflos histopatolégices irreversibles al tejide
pulmonar (Cortina-Watson, 198%9). La obstruccidn mucesa y la
infeccién, los mayores eventos patoldgicos en el pulmdn,
estdn confinados, al menos inicialmente, a los conductos de
las wias aéreas. Por lo tanto las lesiocnes patolégicas
tempranas consisten en la obstruccidn mucosa de bronguiolos
acompanada de inflamacidn de la pared bronguiclar (Boat, et
al., 1989). La enfermedad de los conductos aéregs se

adguiere postnatalmente {(Pérez-Fernidndez, et al., 1990).

Las vias aéreas de nifios con FQ gue han muerto dentro
de los primergs dias de vida, no manifiestan anormalidades
obvias (Sturges e Imrie, 13982). Por ejemplo el namero y la

distribucién de las células en copa productoras de moco y el
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DEFECTO EN LA REGULACION DEL CANAL DE CLORO

TRASTORNOS DE LA LIBERACION DE ENERGIA

C

L

1

1

Gldndulas Gldndulas Pdncreas Gldnduas
salivales sudoriparas traquaales y
l bronguiales
Aumento de Aumento de Mucoproteinas Taponas de
NaCl en la NaCL en el anormales WOCO espesd
saliva sudor en bronquios
Ausencia de
actividod de
{ripsing,amilasa
y lipasa
Postracicn Neumonia y
por el calor bronqulectesis
Carencia de Absorcidn y
vitomina A utilizacion
deficiente de
los alimentos
lleo
maconial
L3
Desnutricién  Cor Pulmonale
y escaso
crecimiento
¢Clrfosis P

Fig.1- Fisiopatologic de la FQ.

signos y sintomas de la enfermedad

Se muestra el trastorno generalizado
de la funcion de las gldndulas exocrinas como causa de los

{Yi- Yung,

1961,
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nomero y la talla de las glandulas submucosas parecen estar

dentro de la proporcién normal al nacimiento.

Un cuidadoso andlisis morfométrico de las vias aéreas
en pacientes con FQ, durante los primeros dias de vida, ha
manifestado que existen células acinares dilatadas y lumenes
de ductos en las gléndulas submucosas antes de que una
reaccidén de infeccidn cronica se presente (Boat, et al.,
1989). Este hallazgo sugiere ya sea una hipersecrecidén o
acumulacién de secreciones con propiedades anormales en una
edad temprana y proporciona fuertes evidencias de que el
evento pateoldgico primario lo constituye la acumulacién de

secreciones antes de la infeccidn.

A medida que avanza la enfermedad pulmonar, se hace
evidente la bronguiolitis y la bronguitis, la hipertrofia de
las glandulas submucosas y las células en copa no sdlo
aumentan en numero sino que se extienden distalmente dentro
de los bronguiolos. Algunas de las vias aéreas mas pequefas

pueden también estar obstruidas (Boat, et al., 1989).

La bronquiolectasis (dilatacidn anormal irreversible y
localizada de los bronguioclos) Y la posterior
bronquioectasis (dilatacidn anormal irreversible Y
localizada de los bronquios) son consecuencia de repetidos
ciclos de obstruccidn y de infeccidn broncopulmonares (Ruiz-
Manzano, et al., 1986). La bronquiocectasis extensiva puede
ser un hallazgo raro en la segunda década de la vida‘del

paciente, ya que casi siempre se manifiesta mucho antes.
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Cuando se presenta neumonia, generalmente se localiza a

nivel peribronguial (Bedrossian, et al., 1%876).

Los quistes bronguiocectéacicos se hacen inicialmente més
prominentes en los ldbulos superiores y ocupan mas del 50%
del &rea de la seccién transversa del pulmén (Tomashefski,

et al., 1986a).

Ademés de la dilatecidn, los bronquicleos sufren de

estenosis y obliteracidon (Sobonya y Taussig, 1986).

La ausencia de una mayor destruccién de la pared
alveolar, se explica porque la infeccidon créonica mas bien se
dirige hacia las vias aéreas. Muchos patrones de neumonia
intersticial también han sido descritos (Tomashefski, et

al., 1986b).

La fibrosis {formacién de tejido conectivo £ibroso)
peribrenguiolar y peribronguial se acelera con el tiempo y
contribuye a 1la restriccidén funcional del pulmén. Las
arterias bronquiales se vuelven largas y tortuosas, y dan
lugar a la hemoptisis (expectoracidén con sangre por

hemorragia pulmonar) (Boat, et al., 1989).

La hipertrofia (aumento en el tamaflo de un Organo, con
o sin aumento en el nimeroc de sus células) e hiperplasia
{aumento en el tamafic de un tejido u érganc, por incremento
en el niomero de sus células) de los elementos secretorios y
los cambios inflamatorios cronicos, también son
caracteristicos de los senos paranasales y de los pasajes

nasales. Un aspecto comin en la patologia nasal es el edema
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inflamatorioc de la mucosa con la subsecuente pedunculacidn y

formacidén de pdlipos (Stern, et al., 1982).

Las manifestaciones clinicas mas frecuentes del tracto

respiratorio son:

- En un estadio temprano, to0s Seca, aumento de 1la
frecuencia respiratoria, prolongacién de la espiracién

respiratoria y adinamia (Cortina-Watson, 1989).

~ En un estadio moderado, se presentan signos clinicos
de enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC), como son
tos productiva constante, estertores roncantes, estertores
silbantes diseminados o localizados e infecciones
respiratorias de repeticidén. También existe aumento del
diémetro torécico, disminucidon del 8rea cardiaca, diafragma
deprimido e hiporexia (falta de apetito) (Ruiz-Manzano, et

al., 1986},

- Finalmente, en un estadio avanzado, se presenta un
cuadro franco de insuficiencia respiratoria acompanado de

datos de insuficiencia cardiaca (Cortina-Vzatson, 1989).

2. Tracto Gastrointestinal.

No se observan cambios prominentes en el tracto
intestinal. Las glandulas de Brunner del duodeno estan
hipertrofiadas lo cual provoca la dilatacién de ductos y las
células acinares se llenan de moco. El apeéndice

frecuentemente muestra hiperplasia de células en copa y de
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células epiteliales, asi como acumulacién de secreciones

mucosas dentro de criptas (Boat, et al., 1989).

Las manifestaciones gastrointestinales estén presentes

en el 85-90% de los pacientes con FQ (Park y Grand, 1981).

Estas manifestaciones clinicas pueden incluir ileo
meconial en el 5-10% de los recién nacidos (Boat, et al.,
1989); obstruccidn intestinal por masas fecales; disminueién
de la curva ponderal con apetito wvoraz (no hay aumento de
peso adn con administracién de alimento); deficiencias
vitaminicas: abdomen distendido; evacuaciones abundantes,
frecuentes, grasosas y fétidas; prolapsoc rectal; masas
palpables en colon; c6licos y flatulencia; desnutricioén;
tono muscular disminuido: falta de grasa subcutéanea:
hipoproteinemia con edema generalizado; pancreatitis;
calambres musculares; debilidad; datos de una cirrosis
biliar o hipertensidén portal con un borde hepdtico nodular y
duro; esplenomegalia (el bazo aumenta de tamano) e
hiperesplenisme (el bazo aumenta su funcidn y digiere un
mayor namero de células); anemia, leucopenia y
plaquetopenia; varices esofdgicas con hematemesis (vomito
acompanado de sangre debido a hemorragia del tubo digestivo
alto) y/o melena (sangre digerida en heces fecales), entre

otros (Cortina-Watson, 1989; Park y Grand, 1981).
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3. Tracto Genitourinario.

Mas del 95% de los paclentes masculinos con FQ tienen
alterados los derivados wolffianos: Canales deferentes,
cuerpo del epididimo y vesiculas seminales atrofiadas,
fibrédticas o completamente ausentes. La patogénesis de estos
cambios estructurales probablemente se lleve a cabo muy

tempranamente irn utero (Boat, et al., 1989).

Se observa que en hombres con FQ puede haber completa
ausencia de espermatozoides o frecuentas anormalidades
quimicas como aumento en la acidez, disminucidén de 1la
concentraci6n de fructosa y un incremento en los niveles de
acido citrico y fosfatasa &acida. Estos cambios quimicos
reflejan por tantc la ausencia de secreciones por parte de

las vesiculas seminales (Boat, et al., 1989).

El anadlisis de la leche materns de pacientes con FQ, ha
mostrado una composicidn normal de proteinas y electrolitos
Yy una minima variacidédn en la composicidén de fosfolipidos,
similar a la encontrada en sangre (Alpert y Cormier, 1983;

Bitman, et al., 1987).

Las manifestaciones clinicas del tracto genitourinario
incluyen aspermia con ausencia de conductos deferentes en el
varéon, polipos en el cérvix uterino con viscosidad del moco
disminuida e incluso se ha postulado un defecto metabdlico

en las prostaglandinas (Cortina-watson, 1988).

En varones con FQ puede haber una alta incidencia de

hernia inguinal, hidrocele y criptorgquidia. Los aspectos
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reproductivos no podrian analizarse sino hasta la segunda
década de vida, en donde ya se ha observadoc que del 2 al 3%

de los hoeres con FQ son infértiles (Boat, et al., 1989).

En mujeres con FQ la drregularidad menstrual y 1la
oligomenorrea sonh comunes (Neinstein, et al., 1983). Muchas
mujeres tienen ciclos anovulatorios debidos a la
malnutricién y a la dinfeccidn crénica pulmonar. Otro
obstaculo mayor para procrear peodria ser la presencia de un
tapdn mucoso sumamente espeso, el cual es muy dificil de
desalojar del cuello uterino. El moco uterinc en FQ estd
deshidratado y por Ilo tanto tiene concentraciones
electroliticas anormales, lo gue impide la migracién normal

del esperma (Boat, et al., 1989).

En general la funcidn sexual es normal y sdlo se limita

por factores psicolégicos (Boat, et al., 1989}.
4. Glandulas Sudoriparas.

Las anormalidades en los electrolitos del sudor se
presentan desde el nacimiento, a través de toda la vida y
aumentan con la severidad de la enfermedad, que a su vez
depende del grado de afeccidn pulmonar y pancreatica. En
los pacientes con FQ se presenta, entonces, un exceso de
electrolitos en sudor, tales como el sodio, cloro e incluso
potasio (Cortina-Watson, 11989), comparado con la marcada
hipotonicidad del sudor de individuos normales. Esto
adquiere gran importancia ya que una pérdida masiva de

sales, por vomito o diarrea puede provocar, sobre todo en
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gitios con clima calido, una profunda hipocloremia,
hiponatremia y alcalosis (Beckerman vy Taussig, 1979;
’Nussbaum, et al., 1979 y Pérez-Fernandez, et al., 1990).
Incluso se puede provocar liberacién de aldosterona,
retencién de sal por los rifiones o presentarse un colapso

cardiaco y por lo tanto la muerte (Boat, et al., 1989).

El padecimiento, en general, provoca un marcado retraso
del crecimieanto. Asimisme se han observado datos
interesantes, tales como gque el contenido de sodio,
manganese, plomo, hierro, cromo, titanio y aluminio es mayor
en el cabello de los enfermos con FQ que en individuos

normales (Cortina-Watson, 1989).

Otro hallazgo interesante es el gque propone el Dr. Joel
Wallach, quien asegura ‘que, el selenic es un elemento
causante de FQO, y que se halla en bajas concentraciones en
la sangre ae los pacientes con FQ. Esta hipdtesis se basd en
la similitud que habia entre monos rhesus y pacientes con
FQ, en cuanto a la presencia de algunos signos clinicos como
la malnutricién generalizada, bajo peso corporal ¥
concentraciones de hemoglobina de 2.3 gm/dl, todos ellos
consecuencia de la acciédn del selenioc (Hubbard, et al.

1980).
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G. DIAGNOSTICO

La FQ es una enfermedad multifacética. Se considera la
gran simuladora ya que sus manifestaciones se pueden
confundir con demasiadas entidades clinicas, por lo tanto el

médico debe estar alerta y:

1. Considerar la importancia de los estudios gue
forman parte de wun tamiz, para diagnosticar la
enfermedad en lactantes menores aun sin sospecharla

(Cortina-Watson, 1989}.

2. Sospechar clinicamente la enfermedad y siempre

tenerla en mente {Cortina-Watson, 1989).

3. Conocer las variaciones de la enfermedad, ya
que existen grados diferentes en la severidad de la

misma (Cortina-Watson, 1989).

4. Actualmente esta enfermedad se diagnostica con
mayor frecuencia en nifios mayores, adolescentes y
adultos jovenes, lo que significa que no fué
descubierta en las primeras etapas de la wvida del

enferfio (Cortina-Watson, 1989).

S. El diagnéstico preferenclal se debe hacer con
entidades como; bronquifis crénica, asma,
bronconeuncnia, alergia respiratoria, tosferina,
tuberculosis, sindrome de mala absorcidn, desnutricitn

primaria y amibiasis crénica (Cortina-Watson, 198%).
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6. Desechar el antiguo concepto de gue un paciente
tiene demasiado buen aspecto para padecer FQ (Cortina-~

Watson, 19B9).

Siempre que existan las siguientes condiciones, es

importante sospechar y descartar FQ:

a) Tos crdnica, bronguitis, neumonia, tosferina:
Los pacientes gue presentan cuadros respiratorios como
bronguitis [+) neumonias de repeticién, cuadras
asmaticos, bronguiolitis o cuadros cogqueluchoides
(similares a tosferina) deben ser estudiados como

sospechosos de FQ (Cortina-Watson, 1889}).

b) Alergias: Cuadros raespiratorios altos como
rinitis, pbHlipos nasales, sinusitis croénica, etc. Estos
hallazgos son inespecificos, sin embarge es importante

descartar FQ (Cortina-Watson, 1989).

c) Asma: A todos los nifios a los gue se hace
diagndstico de asma o que presentan cuadros recurrentes
de bronguitis asmética o bronquiolitis, se debe

descartar FQ (Cortina~Watson, 1989).

ay Tuberculosis pulmonar ne confirmada:
Ocasionalmente se ha confundido con FQ (Cortina-Watson,

1988).

Para detectar las lesiones pulmonares tempranas en
la FQ, la radiografia de térar es un procedimiento muy

atil. Los cambios inicisles que pueden presentarse son
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hiperaereaci6n, atelectasia y cuando el cuadro estd mas
avanzado, locs hallazgos incluyen bronguiectasias

extensas y atelectasia lobar (Coates, et al., 1981).

e) Obstruccidn intestinal en el recién nacido: El
ileo meconial es la manifestacidén tipica de la FQ en el
recién nacido; cuando existe cuadro obstructivo
intestinal, ya sea por atresia o estenosis del
intestino ademas del ileo meconial debe considerarse la
posibilidad de FQ y mantener al paciente en observacion

(Cortina-Watson, 1989).

£) Retardo del crecimiento, desnutricidén: En las
edades pedidtricas, cuando el aporte calérico es
adecuado tanto en el lactante como en el preescolar y
coexiste retardo en el crecimiento con desnutricion en
cualquier grado, se debe considerar el diagndstico de
FQ, principelmente si hay compromiso del aparato

respiratorio (Cortipa-Watsopn, 1989),

g) Diarreas agudas de repeticibébn: En México donde
la desnutricién ocupa un lugar preponderante en la
patologia pedidtrica, las infecciones entéricas ocupan
un lugar relevante. Si se analizan las historias de
pacientes con FQ, casi siempre presentan numerosos
cuadros diarreicos, que frecuentemente se asocian a
intolerancia a disacaridos. En estos pacientes es muy
importante conocer si la desnutriecién es primaria o
secundaria y se debe pensar por tanto en FQ (Pérez-

Fernandez, et al., 1990).
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h) Sindrome de mala absorcién: En todos los
pacientes con evacuaciones esponjosas, abundantes, mal
olientes y disminucién sérica del nivel de carotenos,
es dindispensable descartar FQ por medio de 1la
determinacién de electrolitos en sudor, principalmente
si el ©paciente presenta problemas respiratorios

(Fondacaxo, et al., 1982),

i) Prolapso rectal: Esta manifestacién se presenta
en el 25% de los pacientes con FQ, por lo que en todo
prolapso rectal ademds de los estudios para determinar
las causas se debe incluir 1la determinacién de

electrolitos en sudor (Cortina-Watson, 1989).

j) Hipogamaglobulinemia o agamaglobulinemia: En
las edades pediAtricas es frecuente observar pacientes
con cuadros respiraterios de repeticidén, los cuales
pueden ser debidos a hipogamaglobulinemia; esta entidad
puede algunas ocasicnes confundirse con la FQ, por 1lo
que es conveniente siempre considerar la posibilidad de

esta entidad y descartarla (Cortina-Watson, 1989).

k) Cirrosis hepdtica: Aunque casi siempre es un
hallazgo anatomopatolégico se puede presentar con o sin
hipertensidn portal, por lo que siempre deben
practicarse electrolitos en sudor (Cortina-Watson,

1989).

De 3260 autopsias consecutivas, practicadas en nifios

mexicanos, durante el afo de 1980, se informa de 32 casos
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con FQ, lo cual indica que, la frecuencia de la enfermedad
es de 1% en el material de autopsias. Es importante sefialar
que en esta serie sdlo 9 casos fueron diagnosticados en vida
y que 27 de los fallecimientos, es decir, la mayoria de
ellos, ocurrié antes del segqundo afio de edad (Pérez-

Fernéndez, et al., 1990).

Los autores atribuyen su excepcional identificacidn a
la falta de conocimiento de la enfermedad, a la patologia
relacicnada con el medio y a la temprana mortalidad de los

nifios afectados (Pérez-Fernandez, et al., 1990).
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H. PRUEBAS DE LABORATORIO PARA DIAGNOSTICO DE LR ENFERMEDAD

Debido a que es una enfermedad multifacética, es
conveniente tenerla siempre en mente para poder sospecharla
clinicamente, con todas sus variaciones y diferentes grados

de severidad.

1. Una prueba que casi puede ser considerada
patognombdnica es la elevacidén de electrolitos en sudor
(sodio Yy cloro). Los valores normales de electrolitos
se encuentran en un rango de aproximadamente 18-50
mEg/L {(Rodriguez, 1985), de manera que, por arriba de
60 mEqQ/L, se considera uwn hallazgo diagnéstico
especifico de FQ (Boat, et al,, 1989; Davis, et al.,

1983 y Pérez-Fernandez, et al., 1990). {(Fig. 2).

El diagnostico se debe confirmar siempre con esta
prueba, ya que los electrolitos se encuentran elevados
en un 99% de los pacientes (Cortina-Watson, 198%}.
Ademés esta elevacidn estd presente incluso en los

primeros dias de vida (Boat, et al., 1989).

Para la recoleccién del sudor el método mas
confiable y fécil es la técnica de iontoforesis que
emplea pilocarpina (Gibson y Cooke, 1959). Este método
no presenta ninguna dificultad y se puede hacer en
menos de una hora, no es doloroso y no ofrece
complicaciones. Para reslizar la recoleccion

normalmente se estimulan las glandulas sudoriparas en
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Niveles de cloruros en sudor en pacientes con FQ e individuos
control. Promedio de edad hasta 20ams  (  Vaughan ,
et al., 1975}, NN=1094 individuos control (IBmEq /L) 3
22 = 531 pacientes con FQ (97 mEq/L).
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una peguefia superficie de la piel, que generalmente es
el brazo, al que se aplica una solucidén diluida de
pilcc;rpina y una carga eléctrica muy débil; se puede
recolectar el sudor en una gasa o papel filtro que se
aplica en la zona cubierta con un plastico. En 1la
interpretacitn de esta prueba hay que considerar: el
método de recoleccidn de la muestra de sudor; la edad
del paciente, ya que en el recién nacido y en el
adolescente los niveles de electrolitos en sudor estén
mas elevados que en el resto de las edades; la dieta y
demds condiciones particulares del paciente; y las
cantidades de sudor recolectado, ya que cuando la
muestra es mayor la determinacién es mas fécil
{Cortina-Watson, 1989). La minima cantidad confiable
para determinar niveles de electrolites, es de 50 mg de
sudor (Cortina-wWatson, 1989). No hay correlacién entre
la cantidad de electrolitos y la severidad de 1la

enfermedad (Cortina-Watson, 1989).

De cualguier manera es necesario descartar 1las
miltiples causas de resultados falsos positivos y de

falsos negativos (Tablas 11 y TII).

2. La prueba mads sencilla para estudiar la funcién
pancredtica en nifos es la actividad triptica en heces,
que esté disminuida cuando hay insuficiencia
pancredtica. En casos especiales el examen de jugo

duodena2l para el estudio de la funcidn pancredtica,
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TABLA I1. CAUSAS DE FALSOS POSITIVOS EN LA
CUANTIFICACION DE ELECTROLITOS EN SUDOR®

ERRORES DEL LABORATOR 10
CONTAMINACION EN LA COLOCACION DE LA MULSTRA
ERROR EN LA DILULION
CONDICIONES ASOCIADAS CON ELEVACION DE ELECTROLITOS EN SUDOR

(Insuficiencia Adrenal, Mucopolisacaridosis, Diadbetes Insipida
Nefregénica Hereditaria y Sindrome Colestdtico Famitiar)

*(Pérer-Fernander, #f 9/ . 1990)



- 30 -~

TABLA [11. CAUSAS DE FALSOS NEGATIVOS EN LA
CUANTIFICACION DE ELECTROLITOS EN SUDOR*

METODOLOGIA NO CONEFIABLE
ERRORIS TECNICOS
VARIABILIDAD FISIOLOGICA

Pérec-Fernindez, «f #7 .. 1990)
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dard aumento de la viscosidad, con disminucién o
ausencia de las enzimas pancreaticas (amilasa,
tripsina, guimiotripsina o carboxipeptidasa). Las
pruebas normales de la funcion pancredtica no descartan
el diagndstico, ya que la insuficiencia pancreatica se
presenta en el B0% de los pacientes con FQ (Cortina-

Watson, 1989).

Las heces pueden investigarse de acuerdo con su
actividad triptica, al diluir una mnuestra libre de
orina 1:10 y 1:100 con una solucién de bicarbonato de
sodio al 5% en agua destilada. Se coloca una gota de
cada una de las diluciones sobre la superficie
gelatinosa de un fragmento de radiografia no expuesto,
para luego incubarlo durante una hora a 37°C. Se
enjuaga con agua fria y se observa el cambio de
coloracién en la pelicula. Las pruebas que se leen
constantemente negativas, o sea, las que no muestran
una mayor zona clara, en cualquiera de las diluciocnes,

sugieren FQ.

Otro métcdo para detectar la presencia de tripsina
en heces fecales de recién nacido, se lleva a cabo por
medio de wuna reaccidén colorimétrica. Este método,
comparado con el de deteccién de albimina en meconio,
reportado por Dankert-Roelse y colaboradores en 1987,
es mucho mas efectivo debido a que no produce falsos

positivos en un rango de 0.1 &l 1.2% para el primer
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especimen y en un 0.05% para la segunda prueba

{Crossley, et al., 1977).

En tarjetas de papel f£filtro, donde se indica
nombre y edad del paciente, asi como el hospital al que
pertenece, se coloca la muestra (como del tamafio de un
chicharo). Un disco de 6 mm de diametro de cada tarjeta
se transfiere con pinzas a un tubo de ensaye de 4 ml de
capacidad. Los estandares (0.01, 0.1 y 1.0 g de
tripsina) y un disco de unea tarjeta de un paciente con
FQ no tratada, se colocan también en un tubo de ensaye
de 4 ml. La solucién BAPNA (Benzoil arginina-p-
nitroanilida, L-isbmero 0.65 mg/ml en agua destilada),
se mezcla con un volumen igual de amortiguador y 0.8 ml

se afaden a cada uno de los tubos.

Los tubos se dejan a temperatura ambiente y en la
obscuridad, durante toda 1la noche. A 1la madana
siguiente, contra un blanco de agua, se mide la
absorbancia a 410 nm; un resultado positivo es una
absorbancia menor a 0.5 (Crossley, et al., 1977 vy

Forrest, et al., 1980).

3. Recientemente ha habido mucho interés en medir
tripsina inmunoreactiva en sangre de recién nacidos
(Fost y Farrell, 19B9), porque concentraciones altas de
esta proteina se han observado en la sangre de nifios
que presentan FQ {Crossley, et al.,, 1979; Hammond, et

al., 1987 y Kirby, et al., 1981).
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La principal ventaja de este método es que 1la
sangre en papel filtro se obtiene cotidianamente
gracias a los tamices ya implementados para la
prevenciotn del retardo mental en donde se toman
rutinariamente las muestras de papel filtro de una

determinada poblacién infantil (Fost y Farrell, 1989).

La sangre se obtiene al puncionar por medio de una
lanceta, la planta del pie de los recién nacidos y las
gotas son colectadas dentro de un area determinada con
el fin de que el wvolumen de sangre sea el suficiente
para la realizacién de la prueba. En cuanto a 1la
prueba de tripsina, existen 2 variantes, una dada por
Crossley y colaboradores en 1979 y otra por Kirby y

colaboradores en 1981:
’

Segin Crossley, et al. (1979), se perforan de cada
una de las tarjetas, dos discos de 12 mm de didmetro.
Para eluir la tripsina, se afladen 0.5 ml de un
amortiguador de fosfatos que a su vez contienen 0.33%
de albumina de suerc bovino y se incuba por dos horas a
temperatura ambiente. La tripsina inmuncreactiva {IRT)
en suero y el eluido de la sangre en papel filtro se
miden por un radioinmunoensayo de doble anticuerpo
(Elias, et al., 1977) que utiliza la mitad del volimen
de todos los reactivos. El anticuerpo y la tripsina-
1125 ge anaden en volimenes pequefios, de manera que 150

pl de eluido puedan ser utilizados en el ensayo.
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Se ha confirmado que los componantes de los
eritrocitos lavados con la tripsina a partir de discos
de papel f£iltro, no interfieren en la prueba de
tripsina estdndar y que la tripsina porcina usada
terapedticamente en FQ, no provoca reacciones cruzadas

significativas en la prueba.

Ellas, et al. (1977), proponen que la tripsina
humana altamente purificada, preparada a partir de
tejido pancreético, por el método de Temler y Kagl, se
puede usar como inmunégeno y para la radio-iodinacidn.
Los anticuerpos son producidos en conejos. La radio-
iodinacidn se lleva a cabo por medic del método de
cloramina~T con yoduro de s0aio-132%, Los estasndares
para la prueba se clasifican de 80 a 1280 pg/l de una
preparacion de tripsina humana semipurificada. E1
estandar de tripsina posee aproximadamente una tercera
parte de la actividad enzimatica P/P del material
purificado, &l que nos referimos anteriormente.: ElL
ensayc es mas preciso con 300 pg de tripsina esténdar

por litro de suero.

En el otrc método propuesto por Kirby, et al.
{1981), los esténdares liofilizados son reconstituidos
con lavade salino isotdnico de eritrocitos para dar
aproximadamente 50% de hematocrite. Estos esténdares
son apropiadamente diluidos para dar un rango de 1-15
ng por muestra. Estos estandares ya diluidos son

aplicados en alicuotas de 50 ul a los tirculos de 12 mm
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de diaémetro removidos de las tarjetas de papel filtro
con sangre. Se retira un circuloc de 6 mm de di&metro
que equivale a un cuarto de los 50 pl del material
aplicado por circulo. Se prepara un blanco no
especificoc. Para esto se sigue el mismo procedimiento
que para los esténdares, excepto que no se afiade el
primer anticuerpc a los tubos del blance no especifico.
Para cada paciente se toma un circulo de 6 mm de
diidmetro. Cuando todos los circulos se encuentran en
Su respectivo tubo de ensaye se afladen 100 pl del
primer anticuerpo, después de 5 hrs a temperatura
ambiente, se anaden 100 pl de trazas radioactivas a
cada tubo y se incuban en obscuridad a temperatura
aﬁbiente, de 12 a 16 hrs, después se afaden 100 pl del
segundo anticuerpo Yy se incuba por 5 hrs a temperatura
ambiente. Al dia siguilente (se guarda a 4°C) se adaden
1.5 ml del reactive de lavado fric y se centrifuga, se
decanta y se cuenta la radicactividad del precipitado

en un contador gamma.

Este es un procedimiento sin riesgos, con una
sensibilidad de hasta 96% y con un porcentaje muy bajo

de falsos negativos (Pérez-Fernandez, et al., 1990).

4. Otra prueba para la deteccién de FQ, se lleva a
cabo mediante el andlisis de la concentracidén de sodio,
potasio y cloro en mEg/L en impresiones digitales de
pacientes sobre placas de agar tratadas previamente con

cloruros. La impresidn se realiza durante
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aproximadamente 2 segundos. La evaluacién se hace al
tomar en cuenta la intensidad (clara u obscura) de la
impréﬁién sobre agar (Fig. 3). Este método diagnésticeo
no se recomienda para nifios menores de 2 meses de edad,
va que la huella digital es muy tenue, sin embargo, en
nifios mayores puede realizarse la impresién completa

del pie o la mano.

Algunas condiciones como el estrés o la
estimulacién emocional pueden alterar 1los resultados
del estudio, va que producen aumento en la
concentracion de electrolitos sobre las manos. este es
un método facil, rapido y barate, pero no sustituye la
eficacla del método de medicion de electrolitos en

sudor por iontoforesis (Shwachman y Mahmoodian, 1981).

S. En cuanto a los datos radiolégicos se ha visto
que las placas de térax en un principio son normales,
peroe més adelante pueden mostrar zonas difusas de
enfisema obstructivo, densidad aumentada, multiples
abscesos pulmonares y bronconeumonia (Pérez-Fernandez,
et al., 19%0). Las series gastrointestinales en
ocasiones muestran retraso en el tiempo de vaciamiento
del bario en el ileo y colon (Boat, et al., 1989). El
cor pulmonale (conjunto de trastornos circulatorios

secundarios a procesos pulmonares crénicos, como
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GRADOS DE INTENSIDAD

Fig. 3~ \mpresiones digitales sobre placas de agar.
De izquierdo o derecha se observan los grados
de intensidad 1+ - 44. Las impresiones del
extremo derecho corresponden a unnifio de 10
semanas de vida con FQ. La conceniracidn de
elacirolitos en sudor fue'de 74.0 m Eg/L
(Shwachman y Mahmoadian, 1981).
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resultado de la resistencia de los pulmones al paso de
la sangre) también puede originar alteraciones
cardiacas caracteristicas Y visibles, como la
hipertrofia o dilatacién del ventriculo derecho,
secundaria a la enfermedad parenguimatcsa pulmonar o a
las disfunciones respiratorias (Ruiz-Manzano, et al.,

1986).

Se concluye, que los datos radioldégicos de las
placas del toérax son un buen indicador de la severidad
de la enfermedad pulmonar, pero deben ir acompanados de
pruebas de funcidén pulmonar regional (RFL, Tests of
Regional Lung Function), que permiten detectar
anormalidades pulmonares localizadas y generalizadas,
por medio de la inhalaciéon y la inyeccidén intravenosa
alternadas de nitrégéno "pesado" (n15) y deben
acompaiiarse también de pruebas de tolerancia al

ejercicio (Coates, et al., 1981}.

6. El descubrimiento de diferencias en el
potencial biceléctrico 2 traveés del epitelio
respiratorio, el cual estd elevado en los individuos
con FQ de todas las edades, ofrece otra prueba
diagnéstica para pacientes que no presentan sintomas

tipicos (Boat, et al., 1989).

7. Se han descrito métodos radioyodados para medir
la pérdida de proteinas en el estudio de la enfermedad
celiaca. Se administra polivinilpirrolidona marcada con

1131 a4 paciente y se mide la radioactividad en el
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excremento. En las personas cuyo metabolismo protelco
es normal, la excrecién fecal de yodo radioactivo es
baja,- mientras gque en los pacientes con enfermedad
celiaca, la excrecidén fecal de yodo radioactivo es més

alta (Gammacord, 1968).

8. En los Gltimos 15 afios se han llevado a cabo
investigaciones de sustancias biolégicas activas o
marcadores bioquimicos que pueden ser de ayuda en la

identificaci6én de sujetos con FQ:

8.1 Inhibidores del transporte de sodio. La saliva
y el sudor de.individuos homocigotos contienen factofes
inhibidores de la reabsorcién de sodioc en la glandula
parétida de rata. Estos factores inhibidores son
moléculas cargadas positivamente (basicas), que pueden
ser de gran utilidad en la identificacidn de enfermos

con FQ (Mangos y McSherry, 1968).

8.2 Sustancias mucociliares. Debido al aumento de
secrecibén de moco ¥y una funcidén ciliar anormal en la
enfermedad, las investigaciones han buscado sustancias
que podrian producir moco o disfuncién ciliar. El suero
de individuos homocigotos enfermos y heterocigotos
portadores, contiene una o mds sustancias que inhiben
la movilidad de los cilios de la tragquea de conejo y
las branquias de la ostra en cultivo de tejidos
(Fondacaro, et al., 1982 y Robbins, et al., 1988). Se
ha considerado que esta es la razén por la que se

acumula gran cantidad de moCo en las vias
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respiratorias, que obstruye o dificulta la respiracion,
Yy por tanto se infiere que el suero de homocigotos y
heterocigotos induce la produccién aumentada de moco en
FQ. Por otro lado se encontr® que el material
inhibitorio de 1la funcién ciliar en 1la traquea de
conejo es termolabil, no dializable y precipita con
euglobinas; tiene un peso molecular de entre 1,000 y

10,000 g Yy estd asociado con 1gG.

8.3 Sustancias semejantes a lectina. El
comportamiento del suvero de enfermos en cultivo de
linfocitos, sugiere la presencia de un material con
actividad semejante a 1la 1lectina. Este material
presenta las siguientes caracteristicas: Se puede
disociar por acidificacién a un pH de 5.0; contiene
moléculas monoméricas y ﬁiméricas con un peso molecular
de 460 y 780 daltons respectivamente; su actividad
puede ser inhibida por fructosa y otros carbohidratos,
asi como por una variedad de drogas utilizadas en los
pacientes con FQ; se encuentra ligado a IgM; puede
alslarse de suero de homecigotos y heterocigotos en una
columna de fructosa-sefarosa y tiene wuna carga

ligeramente positiva a un pH de 8.4 (Talamo, 1983).

9. En algunos casos es posible determinar si un
feto tiene o no un defecto genético, y de este modo
proporcionar un diagnéstico basado en el andlisis

prenatal. Por lo tanto, aiin en los casos en gue un gen
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no se exprese, ha llegado a ser posible determinar si

se desarrollari alguna condicién al nacimiento,

A pesar de los avances en el tratamiento y
prevencién de los EIM, para la mayoria de ellos no se
cuenta aun con medidas terapedticas eficaces. De
cualquier forma, algunas veces es posible detectarlos
mediante el emplec del diagndstico prenatal seguideo del
aborto profiléctico (Veldzquez, 1981). Por desgracia
la identificacidn de parejas de <riesgo requiere
frecuentemente gue hayan tenido ya cuande menos un hijo
afectado, lo cual impone una carga a estas familias y
limita considerablemente los beneficios de esta forma

de prevencién (Veld&zguez, 1981}.

Durante su desarrollo, el feto regularmente libera
células y algunos fluidos en su ambiente liguido.
Mediante el método de amniocentesis, el médico puede
tomar una muestra de liquido amniotico con una aguja
hipodérmica a través del abddmen de la madre (Fig. 4).
Las células, predcminantemente fibroblastos, y 1las
secreclones existentes en el liquido amnidtico pueden
ser analizadas en cultivo desde el punto de vista

eitoldgico, bioguimico y molecular. La amniocentesis no



- 42 -

obtencion de células
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Fig. 4- Amniocentesis. Uno muesira de liquido omniStico se toma a
través del abdomen de lo madre ¥ se procesa citoldgica y bloguf
mlcun)wen'e para el andlisis de diversos rasgos fetales (Avers,
1985}
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se efectua antes de la duodécima semana de embarazo,

debido al alto riesgo que representa (Avers, 1985).

En el diagnéstico prenatal se pueden medir los
niveles de alfa-glutamil-transpeptidasa y otras enzimas
que se producen en las microvellosidades intestinales
del embrién y que se encuentran disminuidas en el
liquido amnio6tico en casos de FQ (Beoat, et al., 1989;

Pérez-Ferndndez, et al., 1990 y Spence, et al., 1987).

En la determinacién de la actividad enzimdtica
intestinal en el liguido amnittico, entre la ley 18
semanas de gestacién en familias con riesgo, se informéd
d{sminucién en la actividad de gamma-glutamil-
transpeptidasa, leucina, aminopeptidasa y fosfatasa
alcalina en productos con FQ. La sensibilidad de esta
prueba es de 96 a 98%, con falsos positivos de 1 a 4% y
falsos negativos de 6 a 8%. Sus resultados se alteran
en presencia de obstruccién intestinal y aneuploidia

(Pérez~Fernandez, et al., 1990).

El diagndstico durante el primer trimestre del
embarazo, tambilén es posible, cuando se utilizan sondas
de DNA y andlisis de tejido fetal (Brock, et al., 1985;
Curtis, et al., 1988; Farrall, et al., 1986; Fenerty y
Garber, 1989 y Pérez-Fernandez, et al., 1990). Por
ejemplo, en la Fig. 5, se muestran los estudios

familiares realizados con marcadores de DNA. El esquema
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Fig. 5- Estudios familiares con marcadores de DNA,
n el esquema de la izquierda se muesira la utilidad
del marcador met H en el didgnostico prenatal de FQ.
En el esquema de lo derecha se muestra el andlisis de
segregacicn del marcodor XV-2¢, en una familio con
dos nifios que poseen FQ. E! temafio de los fragmentos
se esiablece en kilobases (Estivill y Williamson, 1988).
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de la izquierda, ejemplifica nitidamente, la utilidad
del marcador met H para el diagndstico prematal éen una
familia en la que ambos padres son heterocigotos y ya
poseen una hija afectada que es homocigota para el
marcador. Se obtuvo material fetal, se prepard DNA, que
fué digerido con 1la enzima de restriccion Tag I,
transferido a una membrana de nylon e hidridado con la
gonda met H. La autorradiografia obtenida mostré que
el feto (representado en la figura como un rombo
sombreado sdlo por la mitad) ha heredado un alelo
ligado a la FQ y otro ligado & un cromosoma sano, por
lo que serd portador heterocigoto de la enfermedad. El
esquema de Jla derecha muestra la segregacidén del
marcador XV-2c en una familia con dos nifos que padecen
FQ. En estudios realizadeos en mas de 500 familias
europeas Y norteamericanas, se ha podido observar que
el alelo de 2.1 kb se encuentra asociado a la
enfermedad en el 90% de los cromosomas de FQ, mientras
que en cromosomas normales ese alelo tiene una
frecuencia de s6lo el 35% (Estivill y Williamson,

1988).

Durante 1988 se han realizado m&s de 100
diagndsticos prenatales de FQ en Europa (sélo unos 50
en Estados Unidos de Norteamérica), en los que se ha
utilizado DNA fetal preparado a partir de velloslidades
coridnicas y los marcadores J3.11 y met (Estivill y
Williamson, 1988).
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El uso de marcadores genéticos se ha difundido
ampliamente por su alta especificidad y sensibilidad,
pero,” como se mencionéd antes, su uso se restringe a
familias que ya han tenido un hijo afectado con 1la
enfermedad (Brock, et al., 1985). Este tamiz puede ser
aplicado a la poblacidn general, sin ningin antecedente
de FD, pero los costos se incrementan hasta en 63,000
dolares por cada caso de FQ detectado (Fenerty vy

Garber, 1989).

El diagnéstico prenatal de la FQ ha permitido
reducir el namero de casos de F{Q, pero aun requiere
mejoremiento y una mayor difusidén en hospitales vy
servicios de maternidad regionales, con el f£fin de
brindar el mejor cuidado tanto para la madre como para
el nific en las primeras semanas de vida {Brook vy

Manson, 1980; Dankert-Roelse, et al., 1987]).



- 47 -
I. TRATAMIENTO

Actua}mente la terapia es de tipo preventivo, ya que
trata de evitar algunos de los efectos secundarios de la
enfermedad. Los cuidados generales incluyen la restriccién
de algunas actividades como el deporte y trabajos que
requieran de extrema fuerza fisica, aungue esto depende

bisicamente de la tolerancia del paciente.

Se recomiendan las rutinas de inmunizacién contra
tétanos, difteria, tosferina e incluso vacunacidén contra la
gripe, sobre todo en pacientes con afeccidén pulmonar, ya que
por minimas que sean las molestias de la gripe, pueden
acarrear en pacientes con FQ serias complicaciones

pulmonares (Vaughan, et al., 1975).

Es necesario un abordaje multidisciplinario para el
tratamiento de esta enfermedad. El papel del médico se ve
complementado con las aportaciones de la trabajadora social,
el terapeuta fisico y en algunas ocasiones del psiquiatra.
Los padres del enfermo no sélo deben cooperar con las
medidas terapelticas sino que también deben ofrecerle al
paciente apoyo emocional, para dque €l mismo supere
sentimientos de culpa, se sienta motivado a actuar
profesionalmente y conviva con sus compafieros de escuela ©

trabajo.

1. Tratamiento para afecciones pulmonares. Incluye la
terapia fisica; el uso de broncodilatadores, aerosoles y

expectorantes para la evacuacién de secreciones
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mucopurulentas: administracién de antibiéticos para combatir
infecciones: aplicacion de DNasa I humana recombinante para
disminuir 1la viscosidad de las secreciones y sélo en
condiciones extremas se recurre a la cirugia (Pérez-
Fernandez, et al., 1990; Ruiz-Manzano, et al., 1986; Shak,

et al., 1990 y Vaughan, et al., 1975).

La terapia fisica se realiza en pacientes en los gque
hay obstruccién pulmonar por la acumulacién de secreciones.
en este caso se ayuda al paciente a expulsar el meco por
medio de golpes vigorosos en la espalda, gargaras,
compresién toracica, etc. EI uso de broncodilatadores,
aerosoles y expectorantes se realiza con ayuda de un
nebulizador (Fisoneb, 1989). Su objetivo es hidratar 1las
secreciones bronquiales para gque sean posteriormente

evacuadas por medio de la terapia fisica.

Para la administracién de antibiéticos, se realiza
primero un andlisis en el laboratorio (principalmente en
cultivo de tejidos) que permita conocer el tipo de
microorganismos que se alojan en el tracto resplraterio.
Los microorganismos que se encuentran frecuentemente son:
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Hemophllus

influenzae y Proteus mirabilis (Cortina-Watson, 1989).

El tipo de administracién del antibidtico (inhalacién,
parenteral u oral) se elige de acuerdo a la severidad de 1la
enfermedad. El tiempo de administracidon debe ser en un
periodo de 7 a 15 dias, ya que se ha visto que el control no

puede ser efectivo en pacientes con terapia de antibidticos
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prolongada, porque se corre el riesgo de que se aumente la
resistencia a los mismos. Algunos microorganismos gue crean
resistencia son: 8. aureus y P. aeruginosa (Cortina-Watson,

1989 y Vaughan, et al., 1975).

Generalmente el cloranfenicol es el antibi6tico mas
efectivo, aunque si se presenta infeceiédn por Pseudomona sp
se usa la gentamicina parenteral o la carbenicilina. Si los
estafilococos son resistentes a la penicilina G, se usan
cefalosporinas o penicilinas semisintéticas, perc la dosis
se determina de acuerdo con la ruta de administracidn y edad
del paciente. Para nifios menores de 8 afios, la penicilina se
usa en conjuncién con la ampicilina que es efectiva para
combatir H. influenzae y P. mirabilis. Si el paciente tiene
mas de 8 afos se prefiere el uso de tetraciclina (Vaughan,

et al., 1975).

Uno de los medicamentos mads efectivos para el
tratamiento de la FQ, lo constituyen las cefalosporinas como
la ceftazidima. Esta aminotiazolilcefalosporina, tiene
notable actividad contra P. aeruginosa y otras especies de
pseudomonas (Fortum-Ceftazidima, 1989). Otra caracteristica
importante de la ceftazidima es su alta actividad intrinseca
contra casi todas las enterobacterias Y otros
microorganismos  como Pasteurella multocida, Yersinia
enterocolitica, H. influenzae y Hemophilus parainfluenzae.
Tiene actividad in vitro contra Legionella pneumophila. La
actividad de la ceftazidima in vitro contra los

estafilococos es menor en comparacion con otras
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cefalosporinas, tales como la cefotaxima, la ceftizoxima y

la ceftriaxona (Fortum-Ceftazidima, 1989).

En los pacientes con FQ, las especies de pseudomonas
experimentan mutacién a formas que son mucoides; es decir,
producen cantidades excesivas de alginato, un material
mucoide que proporciona una barrera contra la penetracién de
un  antibidtico, antes que éste pueda inhibir al

microorganismo {Fortum-Ceftazidima, 1989).

La ceftazidima como casi todos los antibibticos B-
lactémicos, es un &cido y es ionizado en alto grado en el pH
del cuerpo. Al ser ionizada, la distribucibén de la
ceftazidima se 1limita al compartimiento del liguido
extracélular. La ceftazidima, en comin con otros f-
lactémicos, tiene dificultad para atravesar 1las barreras
lipidicas; sin embargo, en presencia de inflamacidn, los
compartimientos tisulares, por ejemplo, el liquido
cefalorraguideo, el esputo y los liquidos oculares, son

penetrados mas facilmente (Fortum-Ceftazidima, 1989).

Se encontré gue la concentraciéon minima inhibitoria
(CMI) contra la mayoria de las cepas de P. aeruginosa es de
menos de 5 pg/ml. Incluso en los pacientes que han recibido
el antibidtico durante periodos prolongados, la frecuencia
de resistencia parece ser baja. Una ventaja de 1la
ceftazidima es que, en comin con casi todas 1las
cefalosporinas, tiene una toxicidad suficientemente baja
para ser administrada en dosis altas. La baja toxicidad

también es Gtil en el tratamiento de la FQ, pues pueden
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requerirse concentraciones séricas extremadamente altas para
penetrar el exceso de moco en los alveolos infectados y el
alginato producido por pseudomonas (Cullen, 1983 y Fortum-

Ceftazidima, 1989}.

Las concentraciones séricas de la ceftazidima aumentan
proporcionalmente con el incremento de la dosis. En los
paclentes con FQ, la eliminacién es ré&pida y se han
reportado valores de vida media que varian de 1,35 a 1.57
hrs en comparacién con la vida media normal de 1.8 a 2.0
hrs. Sin embargo, se observan grandes variaciones
interpacientaes de los parametros farmacocinéticos. A los
pacientes con FQ que tienen funcién renal normal pueden
adminigtrarseles dosis intravenosas de 100 a 150 mg/Kg/dia
durante 3 & 4 semanas (Cullen, 1983 y Fortum-Ceftazidima,
1989). Para erradicar la infeccidn se requieren, ademas del
tratamiento con ceftazidima, otras mediciones objetivas
tales como el aumento de peso o las pruebas de funcién

respiratoria.

Se ha demostrado gue muchos antibidticos tienen efectos
sobre el sistema de defensa del huésped y esto podria tener
particular importancia en los pacientes con FQ gque tienen
infecciébn por pseudomonas. Se han esgtudiado los efectos de
la ceftazidima sobre la funcidn de los granulocitos y los
monocitos. Los estudics in vitro con ceftazidima no
demostraron ningGn efecto sobre la funcidn de los

granulocitos, pero en algunos casos, las concentraciones mas
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altas (200 a 400 mgs/l) produjeron una depresién de la

funcién de los monocitos (Cullen, 1983).

Algunos de los antibidticos que se administran en forma
de aerocsol son la penicilina G, naficilina, ampicilina y

gentamicina (Vaughan, et al., 1975).

A partir de diciembre de 1990, de acuerdo con
experimentos realizados en los 50's y 60's, se implementd el
uso de la DNasa I humana recombinante para el tratamiento de
la FQ. Estos experimentos revelaron que el DNA estd presente
en grandes cantidades (3-14 mg/ml) en las secreciones
pulmonares purulentas. El DNA, un polianidn extremadamente
viscoso, contribuye tanto en el aumentec de viscosidad de las
secreciones pulmonares como en la reduccidn  de la
efectividad de los antibiétiﬁos aminoglicosidicos. Por este
hecho 1las secreciones pulmonares incubadas in vitro con
DNasa I pancreatica bovina parcialmente purificada,
mostraron una fuerte disminucidn en la viscosidad. En base a
estas observaciones, la DNasa I pancreatica bovina se aprobd
en los Estados Unidos de Norteamérica en el afio de 1958,
para reducir la viscosidad de la secreciones pulmonares

{Shak, et al., 1990).

Ocasionalmente pueden presentarse reacciones
respiratorias adversas como consecuencia de una reaccién
alérgica o bien puede haber irritacién debida a proteasas

contaminantes como tripsina y gquimiotripsina.
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La DNasa I bovina se caracterizd bioguimicamente en
1973, mientras que, la proteina humana, menos conocida, se
purificéd parcialmente a partir de péncreas, jugo duodenal,
suero y orina. Se observd que, tento en la DNasa I humana
come en la DNasa I bovina se encuentran cuatro cisteinas en
las posiciones 101, 104, 173 y 209 y se localizan también
dos sitios potenciales de glicosilacién en las posiciones 18
y 106. La histidina de 1la posicidn 134 también eatéd
conservada. Excepto por una regién, ecasi todas las
diferencias entre la proteina humana y la bovina estén
localizadas en regiones hidrofilicas de la superficie de la
molécula., Asimismo, se observd gque existe divergencia
suficlente entre la DNasa I pancre8tica humana y la DNasa I
pancredtica bovina en cuanto a las reglones parcilalmente
inmunogénicas, lo que sugiere que algunas de las reacciones
adversas ante la proteina bovina se deben a una respuesta

inmune (Shak, et al., 1990)}.

A partir de estas dos proteinas se obtuvoc la DNaza I
humana reccmbinante {rhDNasa}, que se clond, secuencid y
expreso para probar su efectividad en el tratamiento de FQ.
Esta proteina, al igual gue la DNasa I bevina, depende de
cationes divalentes para una optima actividad enzimitica, se
inactiva por caloxr (IODOC por 10 min), se inhibe
especificamente con actina y muestra una actividad 6ptima a
un pH npeutro de §.5-7.5 (shak, et al., 1990). Las
concentraciones presentes de calcio y magnesio, asi como el
pH del esputo de FQ son suficientes para mantener la

actividad de la rhDNasa.



- 54 -

Los efectos de la rhDNasa sobre las secreciones de FQ
se analizaron cualitativamente a partir de un ensayo de
movimiento del esputo. La proteina recombinante incrementa
dramdticamente el movimiento del esputo de FQ, de acuerdo
con el tiempo de accién, de manera gue después de 30 min, el
esputo se mueve libremente dentro del tubo. Este tipo de
estudio cualitativo se confirmd cuantitativamente al medir
la viscosidad con ayuda de un densitdmetro. Después de
incubar el esputo de FQ con diferentes concentraciones de
rhDNasa, se observd que la reduccidén de la viscosidad
depende de la concentracidn de la proteina y se asocia con
la disminucidn de tamaflo del DNA del esputo (Shak, et al.,

1990).

La viscosidad del moco pulmonar no infectado (esputo
blanco) depende principalméntc de las glicoproteinas
mucosas, mientras que la viscosidad de las secreciones
pulmonares purulentas e infectadas (esputo verde o amarillo)
depende no sdlo de estas glicoproteinas mucosas sino de la

cantidad de DNA presente en el esputo (Shak, et al,, 1930).

El gque la rhDNasa reduzca bruscamente la viscosidad del
esputo de FQ, indica que el DNA es el factor responsable de
la gran viscosidad del esputo purulento. Este DNA, liberado
por neutrdfilos, se acumula en las secreciones y contribuye

sustancialmente a que se mantenga esa enorme red viscosa.

De acuerdo con todo lo anterior, se propone gque la
inhalacién de rhDNasa en aerosol puede ser efectiva para

reducir la viscosidad de las secreciones purulentas y por lo
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tanto facilitar la respiracién al despejar las vias aéreas

de los pacientes con FQ (Shak, et al., 1990).

La cirugia y otro tipo de tratamientos se llevan a cabo
s6lo en situaciones especiales. La cirugia pulmonar se
realiza sblo en el 2% de los pacientes con FQ, ya que el
daflo debe estar perfectamente localizado. En el caso de gue
haya una hemoptisis masiva y recurrente se puede realizar la

lobectomia o la neumonectomia.

La +traqueotomia se realiza en pacientes sumamente
enfermos, que requieren de una ventilacién mecénica a través

de un respirador.

Existen otro tipo de tratamientos como el lavado de
pulmones y tréquea, con solucitn salina isoténica (para
evitar la irritacién de la mucosa); aspiracidén traqueal
{s6lo se realiza en pacientes jévenes ya que reqguiere de una
"activa" participacioén); oxigenacldn; administracién de
diuréticos (cuando estédn involucradas las afecciones
cardiacas), antihistaminicos (que tienen efecto secante
sobre las secreciones), inhalacién de preparaciones

enzimaticas, etc.

2. Tratamiento para afecciones digestivas. Incluye el
suministro de dietas ricas en calorias y proteinas, pero
pobres en grasas, asi como la administracién de enzimas
pancredticas de substitucién (Cortina-Watson, 1989; Duhamel,
et al., 1988 y vaughan, et al., 1975). La administracién de

extractos pancre8ticos en dosis adecuadas, disminuye 1la
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- distencién abdominal por flatulencia y mejora el estado del
paciente en cuanto a nutricidon y crecimiento corporal

(Beverley, 1987).

Estudios recientes han demostrado que el sistema de
microgréanulos, liberador de preparaciones enzimdticas,
aumenta significativamente la absorcién de grasas,
comparado con las preparaciones enzimaticas convencionales
en forma de tabletas entéricas (Beverley, 1987 y Pérez-
Fernédndez, et al., 1990} . Esto es debido a las
caracteristicas farmacolégicas de los microgré&nules, ya que
han mostrado in vitro, ser estables a un pH menor de 6. Esto
es importante ya que se ha demostrado que el pH duodenal de
nifjios con FQ es en promedio mds &acido que en sujetos
normales, por lo tanto el riesgo de desintegracidn de 1los
microgrénulos disminuye considerablemente (Duhamel, et al.,

1988).

Los microgrénulos son administrados en una cdapsula
gelatinosa que se disuelve hasta el estémago y resiste la
digestion por Acido/pepsina. Los granulos se mezclan con el
contenido géstrico y las enzimas no se liberan hasta que el

pH del quimo encede 5.5 dentro del duocdeno (Beverley, 1987).

Los suplementos de enzimas pancredticas mas efectivos
son Pancrease, Creon, Pancrex V Forte y Pancreatin Merck.
Con este tipo de medicamentos la absorcién de grasas se ha
visto favorablemente incrementada (en un B80% de -105
pacientes adultos y en un 90% en uno de cada tres nifios con

FQ), lo cual mejora los sintomas gastrointestinales vy
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permite dietas ricas en energia sin ninguna restriccién de
‘grasas (Beverley, 1987 y George, et al., 1987). Por
desgracia,” si la dosis de extractos pancredticos es exceslva

se puede provocar constipacién y anorexia.

En los primeros meses de vida se da&4 a los bebés,
preparados lacteos que contienen altas concentraciones de
proteina, pero a medida gque el tiempo transcurre, los
preparados son substituidos por leche homogeneizada. También
se puede abastecer de vitamina A, D y E en grandes
cantidades. La vitamina K es necesaria cuando se presenta

hipoprotrombinemia (Vaughan, et al., 1975).

Los anabdlicos esteroides pueden ser usados para
incrementar el apetito y para ganar peso, aungue se debe
tener cuidado por los efectos secundarios que se producen
(Boat, et al., 1989). Recientemente se ha confirmado gue el
uso de la arginina (administrada oralmente) mejora la

esteatorrea (Boat, et al., 1989).

En caso que las bajas concentraciones de selenio estén
relacionadas con un bajo peso corporal por malnutricidn, el
Dr. Wallach recomienda administrar selenio en dosis de 50~
200 pg/dia en adultos, con el fin de mejorar las condiciones
nutricionales del paciente. De cualquier forma, los
pacientes que reciben selenic, deben checar continuamente
sus concentraciones de electrolitos, ya que puede detectarse

una intoxicacién por selenio (Hubbard, et al., 1980).
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" La cirugia se realiza también para el ileo meconial

{Boat, et al., 1989).

3. Tratamiento para la sudoracién profusa, La pérdida
masiva de electrolitos en sudor puede ceondicionar una
emergencia, de manera gque Se recomienda la administracién
intravenosa de solucién salina, con el fin de reestablecer
el volimen del fluido intracelular y evitar asi el colapso
cardio-vascular. También se pueden ingerir 10 ml de solucién
salina isoténica por Kg de peso, complementada por 2 & 4 g
por dia de cloruro de sodio (sal comin) con el fin de
reincorporar el estado electrolitico del paciente, sobre
todo si &ste vive en sitios calurosos (Cortina-Watson, 1989

y Vaughan, et al., 1975).

Con un adecuado tratamiento, se ha visto que el 75% de
los pacientes sobrevive hasta después de la adolescencia, el
50% llega a la mitad de la segunda década de vida y cerca
del 40% sobrevive incluso hasta la cuarta década (Boat, et

al., 1989}.
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J. BIOLOGIA DEL DEFECTO BASICO
1) Normalidad.
1., Normalidad en las Secreciones.

Las células secretoras normalmente producen sustancias
ricas en carbohidratos. De hecho, se sugirid® que los
carbohidratos eran componentes esenciales de todos 1los
productos sintetizados en vias de ser secretados. Estos
carbohidratos son glucoproteinas, protecglucanos Q

simplemente complejos de polisacaridos (Karp, 1987).

La formacién de las secuencias de carbohidratos tiene
lugar cuande los moncsacdridos se enlazan entre si
covalentemente para formar las cadenas de oligosacdridos y
se efectia por medic de la adicién de un azicar a la vez en
el extremo ne reducido de la cadena en formacidén. Un gran
grupo de enzimas denominadas glucosiltransferasas es el que
cataliza 1la adicién de 1los azfcares, al transferir un
monosacdrido desde un donador apropiado de azicar hacia el
aceptor de azicar adecuado. En todos los casos, la molécula
donadora es un azicar nucleétido, o bien, una molécula
simi_lar al ATP como donadora de fosfato. Son ejemplos de
azGcares nucledtidos, el 4acido sidlico, glucosa-UDP,

galactosa-UDP y glucosamina-UDP {Karp, 1987).

El carbohidrato puede encontrarse en porcentajes
relativamente pequeiios del producto total. Al parecer el
papel de la porcién de carbohidrato de las glucoproteinas

varia de acuerdo con la especie molecular (Karp, 1987).
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Las glucoproteinas Yy los proteoglucanos
(glucosaminoglucanos + proteinas) son las sustancias més
abundantes secretadas por las células hacia el espacio
extracelular. La mayoria de estas sustancias son de aspecto

amorfo y de consistencia viscosa {Karp, 1987).
2. Normalidad en el Transporte Electrolitico.

i;n condiciones normales, la membrana celular presenta
ciertas caracteristicas especificas, como son: presencia de
poros; es selectivamente permeable; con cargas eléctricas
gque la aislan del medio acuoso que la rodea; mantiene
concentraciones a uno y otro lade de la célula, ya sea de
iones, otras moléculas y agua (osmdtico); es flexible, lo
que permite el crecimiento celular y el movimiento (esto si
posee Acidos grasos insaturados, ya que 5i son Acidos grasos
saturados se pierde la fl‘exibilidad): con doble capa
lipidica y proteinas intrinsecas y extrinsecas (ancho
aproximado de 70 a 100 pm); con partes hidrofébicas e
hidrofilicas en superficie e interior; con glucocalix;
asimétrica (capa externa e interna con diferente cantidad y
tipos de proteinas Y fosfolipidos):; se destruye por
detergentes y pueden serle extraidas las proteinas
periféricas con amortiguadores o sales; actua como
condensador, ya que separa las cargas (positivas en el
exterior y negativas en el interior) y finalmente posee una

alta resistencia y una baja conductancia.

La membrana es liposcluble y pesra ello se toman en

cuenta: el coeficiente de particién (paso de solutos a
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través de 1la membrana directamente proporcional a 1la
solubilidad en 1lipidos e inversamente proporcional a la
golubilidad en agua), el tamafio o peso molecular, la
valencia del {6n y 1la dionizacidén (Factores de Overton)

(Karp, 1987).

Para poder permitir el paso de moléculas a través de la
membrana, existen transportadores, proteinas de la membrana
que funcionan a favor o en contra de gradiente. Por
ejemplo, el movimiento de iones como el sodioc o el calcio
hacia afuera de la «c¢élula se 1lleva a cabo por
transportadores gque acoplan este movimiento al transporte

hacia el interior de alguna otra sustancia (Avers, 1985).

En los casos contra gradiente, denominados bombas, se
reguiere de energia. Una de ellas, relacionada con la FQ
es la bomba de sodio electrogénica o bomba electrogénica.
En ella, los iones sodio son transportados activamente hacila
afuera, en contra del gradiente de concentracidn esperado.
La energia para este bombeo hacia afuera de los lones sodio
es proporclonada por la hidrélisis del ATP, gue es a su vez
catalizada por una ATPasa que se activa con magnesio y que
se ubica en la membrana. Por cada molécula de ATP
hidrolizada se sacan 3 iocnes sodio y se meten 2 iones

potasio.

La ATPasa de sodio-potasio consiste de una subunidad
catalitica transmembrana {aproximadamente de 100,000
daltons), con centros de unidén en su superficie citoplésmica

para sodic y ATP; y para potasio y ouabaina en su superficie
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externa. Tiene ademas una glucoproteina asociada
{aproximadamente de 45,000 daltons) de funciéon desconocida

(Alberts, et al., 1989) (Fig. 6).

La explicacidén mas adecuada para aclarar como la
hidrolisis del ATP se halla acoplada al transporte i6nico se
obtuvo con el hallazgo de que el grupc fosfato terminal del
ATP se transfiere a un residuo aspartato de la ATPasa en
presencia de sodio. Luego este grupo fosfato se hidroliza en
presencia de potasio. La fosforilacidén sodio-dependiente
probablemente altera la conformacidn de la ATPasa y da lugar
de alguna manera al transporte de sodio hacia el exterior de
la ecélula, mientras gque 1la desfosforilacién potasio-
dependiente da lugar al transporte de potasio hacia el
interior de la célula y a la vuelta de la ATPasa a su
conformacién original (Alberté, et al., 1989). Esto Gltimo
se puede comprobar al usar venenos que desacoplen a las
ATPasas y luego volver a activar el sistema con ATP (Karp,

1987).

A medida que los iones sodio contindlan su movimiento

desde una menor concentracién dentro de la célula hacia una
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Fig.6- Bomba de sodio electrogénica. E! sodio es bombeado
activamente hacia el exterior y el potasio hacio hacic el
interior de una célula, en contra de sus gradientes de
concentracion. Obsarve que e! potasio y la ouabaina com-
piten por el mismo ceniro de union en ef lado externo de
la ATPasa {(Alberts, &/ a/ , 1989)
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mayor concentraciédn en el exterior celular, se establece un
gradiente electroguimico a través de la membrana. La
potencia de este gradiente electrogquimico rico en energia,
proporciona también la energia para el transporte de
diversas sustancias esenciales, desde una regidn de menor
concentracidn fuera de la célula, hacla unz regién de mayor

concentracidén en el interior de ella (Avers, 1985}.

En células nerviosas y musculares se di un transporte
activo por medio de una bomba neutra acoplada o bomba de
intercambio sodio-potasio, en la cual hay bombeo de sodio
hacia afuera pero acompafiado por un movimiento de iones
potasio hacia el interior, en una proporcién 1:1 (Alberts,

et al., 1989).

En el epitelio (con interés particular en FQ), el
intercambio idnico se realiza a través de una bomba de scdio
electrogénica o bomba electrogénica, en donde la salida de
iones sodio no es compensada por la entrada de iones potasio
en una proporcidn 1:1, La bomba electrogénica es la ;'rlés
difundida entre las diferentes formas celulares y organismos
pluricelulares y puede distinguirse de las bombas neutras
acopladas, en razén de los niveles de intercambio iénico
(por cada 3 iones sodio que salen, entran 2 iones potasio)

(Avers, 1985 y Karp, 1987) (Fig. 6).

Las células aerdbicas necesitan especialmente una
concentracibén intracelular alta de i6n potasio,
independientemente de las concentraciones externas de sodio

y potasio, ya que el potasio intracelular se requiere para
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sintesis de proteinas en los ribosomas y en el catabolismo

de la glucosa {Avers, 1985).

La mayor parte del potencial de membrana
(aproximadamente el 80%) se debe a los gradientes de sodio y
potasio mantenidos por 1la ATPasa. El otro 20¥ es
contribucién directa de la ATPasa de sodio-potasio (Alberts,

et al., 1989).

En las condiciones mencionadas anteriormente se genera
el wvoltaje del potencial de reposo de la membrana o
potencial transmembrana {ya que es un voltaje que se produce
entre el interior y el exterior de la membrana) que tiene un
valor aproximado de -70 oW en una célula en condiciones

normalmente estables {(Alberts, et al., 1989).

Este voltaje del potencial de reposo de la membrana
total, se obtiene por medio de la Ecuacidén de Goldman, gue
define la conductancia para los iones. Por tanto cuando se
altera la resistencia de la membrana, la conductancia

aumenta y por lo tanto hay mayor flujo de iones:

Vv membrana total= 58 log 10 PKIKJo + PNa{Nalo +
PCLI{CLlli / PK{K]3 + PNa[Nali + PCl{Cile
donde: V= voltaje

P= permeabilidad de los respectivos ignes
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o= ‘inicial

i= £inal

K= 1ién potasio
Na= ién sodio

Cl= i6n cloro
I1) Anormalidad en Fibrosis Quistica.

Se han propuesto varias teorias sobre la patogénesis de
FQ, pero ninguna ha explicado adecuada y/o completamente las
anormalidades fisiolégicas, entre las que se ancuentran:la
secrecién de moco en cantidades anormales y la secrecién de

electrolitos en sudor y saliva (Boat, et al., 1989).
1. Anomalias en las Secreciones.

Como resultado de la conducta fisicoguimica anormal,
las secreclones mucosas se precipitan y obstruyen los
conductos de varios 6rganos, lo que provoca las
manifestacicnes clinicas mas frecuentes de la FQ:
Obstruccién de bronguios y bronquiolos, con enfermedad
pulmonar crénilca; obstruccién de les ductos pancreaticos:
obstruccién de ductos biliares, con cirrosis hepatica y

varias formas de obstruccién intestinal.

La FQ fué considerada en algin tiempo como un EIM de
glicoproteinas, pero la evidencia estd lejos de ser
confirmada. Se sugirid que la alteracién primaria en la FQ,
estaba a nivel de la porcién carbohidrato de 1la
glicoproteina, que provocaba el respectivo aumento en fucosa

{una metilpentosa) y cambiaba, como consecuencia de este
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aumento, la proporcién fucosa-dcido sidlico (Vaughan, et

al., 1975).

Algunos estudios apoyan estas ideas, peroc los analisis
quimicos detallados de macromoléculas y glicoproteinas
urinarias, y de fracciones glicoproteicas en saliva y moco
rectal, no presentan diferencias cualitativas significativas
con respecto a lo encontrado normalmente. Ademads se ha
visto que las cantidades de algunos de los componentes

pueden incrementarse o disminuir con el tiempo.

En cuanto a los mucopolisacéridos &cidos (MPSA) en
orina, no hay anormalidades significativas en la cantidad y
composicién de los mismos, en la mayoria de los pacientes

con FQ (Vaughan, et al., 1975).

Se han iniciado investigaciones soﬁre macromoléculas
anormales o cantidades anormales de macromoléculas, Qque
pueden cambiar las propiedades fisicas de las secreciones
exdcrinas en FQ. Se hizo particular énfasis en el andlisis
de las glicoproteinas mucosas {mucinas) que son
glicocomponentes de alto pesc molecular, que determinan por
si mismas la viscoelasticidad del moco (Boat, et al., 1989 y

Robbins, et al., 1988).

Se han aislado numerosas glicoproteinas mucosas del
aparato respiratorio, gastrointestinal y genitourinario,
pero existen dificultades al compararlas entre individuos
control e individuos afectados, ya que hay algunas de estas

glicoproteinas que se exponen sélo in vitro, se enmascara la
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forma nativa o muestran una fuerte heterogeneidad en los
componentes carbcohidrato. Es por esta razén que el anélisis
de las prbpiedades figsicas del moco son muy dificiles de

estudiar comparativamente (Rose, et al., 1987).

Se sugiere que en FQ, las mucinas gastrointestinales
contienen altas concentraciones de fucosa Yy bajas
concentraciones de &cido sialico. Esto no sucede en las
mucinas del tracto respiratorio {Boat, et al., 1989 y Wesfy,

et al., 1983).

Quizd es mAs importante la evidencia de que las mucinas
en FQ estdn excesivamente glicosiladas. Las mucinas aisladas
de secreciones traqueobronquiales de individuos con FQ,
poseen cadenas de oligosacdridos que en promedio son mas
largas por algunos residuos de azicar que aguellas mucinas
obtenidas de individuos normales (Boat, et al., 1889), de
ahi la mayor wviscosidad en FQ. Similarmente, las mucinas
extraidas de epitelioc de intestino delgado de pacientes con
FQ, parecen poseer cadenas de oligosacdridos mas largas de

lo normal (Wesfy, et al., 1983).

Los estudios realizados en las mucinas submandibulares
mostraron que las interacciones carbohidrato-carbohidrato
son determinantes en las propiedades fisicas de las mucinas
en solucién o en gel (Hill, et al., 1977). Esto sugiere que
el aumento de la glicosilacidn podria estar relacionado con

la retenci6n de secreciones mucosas en FQ.
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Los reportes recientes indican que los pacientes con FQ
presentan un mayor namero de 4&cidos grasos unidos
coovalentemente a mucinas gdstricas y contienen una mayor
cantidad de glicoproteina aciltransferasa en la mucosa

rectal (Boat, et al., 1989 y Slomiany, et al., 1983).

Las mucinas gque contienen acidos grasos coovalentemente
unidos pueden ser resistentes a la protedlisis y pueden

formar fluidos més viscosos (Slomiany, et al., 1986).

El papel de los lipidos unidos coovalentemente © no en
las secreclones mucosas de FQ, necesita ser aclarado aln mas

(Boat, et al., 1989).

Ha sido dificil discernir cémo macromoléculas alteradas
se relacionan con 1las anormalidades del transporte
electrolitico en células epiteliales con FQ (Boat, et al.,

1989}.

Evidencias recientes sugieren fuertemente que las
anormalidades en el transporte del cloro y posiblemente del
sodio, son producto de un proceso regulatorio intracelular
alterado. Si esto es asi, es concebible que el control
celular de ©procesos tales como la glicosilacidon y
sulfatacién de macromoléculas o acilacién de mucinas, estan
también perturbades en el epitelio con FQ (Boat, et al.,

1989).

Algunos investigadores han intentado relacionar cambios
en las secreciones de FQ, al interaccionar con mucinas de

otras secreciones mucosas. Por ejemplo, se dieron cuenta que
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la albimina y las mucinas intestinales, interactuan para
mejorar o acrecentar la viscosidad de los fluidos en los

cuales se encuentran o residen (List, et al., 1978).

Este descubrimiento tiene especial zelevancia en
pacientes con ileo meconial, en los que existen elevados
niveles de albimina y mucinas intestinales. Como oOtro
ejemplo, estan las interacciones de calcic con mucinas gue
disminuyen la solubilidad de macromoléculas secretoras y
contribuyen en los cambios de las secreciones (Forstner y

Forstner, 1975).

El contenido de calcio en células epiteliales con FQ es

elevado {Schoni, et al., 1987).

Aunque los mecanismos de transporte de calcio {(ATPasa
dependientes) estén intactos (Dearborn, et al,, 1984) y los
niveles de calmodulina son normales {Tallant ¥y Wallace,
1987), excesivas cantidades de calcio son secretadas en
algunos fluidos corporales como 1la saliva de glandulas
submaxilares, las secreciones  nasales Yy quiza las

secreciones traquecbronquiales.

Las interaccicnes entre calcio y fosfoproteinas de bajo
peso molecular, provocan la precipitacién de la proteina y
la turbidez de la saliva submandibular en FQ. Esta
interaccién se presenta por la existencia de altos niveles

de calcio en la saliva de fibréticos (Boat, et al., 1989).

Se han encontrado también anormalidades en las

proteinas séricas de pacientes con FQ. Por ejemplo, al
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realizar un patrén de corrrimiento de las proteinas de
acuerdo con su punto isoeléctrico (pI), se encontrd una
doble banda con un pl de 8.41, gue corresponde a una
proteina catiénica de bajo peso molecular (11,000-13,700
daltons) que forma un complejo con inmunoglobulina G
{complejo CFIgG) en suero. Esta proteina ha sido llamada
"proteina FQ" o "antigeno FQ", aunque provisionalmente, ya
que se ha encontrado en bajas concentraciones en el suero de
algunos individuos normales. Al emplear un antisuero contra
la proteina FQ, algunos investigadores han sido capaces de
distinguir homocigotos de heterocigotos y normales (Brock y

Manson, 1980).

Por medio de la hibridacidén de células somaticas, Van
Heyningen y colaboradores mapearon la proteina FQ en el
cromosoma 1 (Van Heyningen, et al., 1985). El gen de FQ ha
sido mapeado en el cromosoma 7, de manera que la acumulacién
de la proteina FQ, parece no ser un resultado directo de la
mutacidén genética. La secuencia de la proteina FQ se obtuvo
por clonacién de DNA complementario (cDNA) (Dorin, et al.,
1987) y se compardé con otra secueancia proteinica (subunidad
bovina, S$100a, de una proteina gque se une a calcio en el
cerebro), que present® una significativa homologia (43%).
Otra anormalidad que se observd en suero fue una baja
glicosilacion del complejo CFIgG con respecto a la galactosa

y acido sialico (Margolies y Boat, 1983).



- 72 -
2. Defecto en el Transporte Electrolitico.

Se ha sugerido que los canales de cloro estén afectados
en FQ y el defectc bisico dinveolucra precisamente la
regulacién de la absorcién electrolitica. Debido a que el
producto genético de la FQ puéde expresarse en cultivos
celulares, la anormalidad en la funcién del canal de cloro
puede ser demostrada in vitro con las técnicas de “"patch-
clamp" (técnica en la que se colocan microelectrodos
intracelulares a través de la membrana con el propSsito de
estudiar el transporte idnico) en cultivos de celulas
provenientes de glandulas de sudor y de epitelio traqueal

{Boat, et al., 1989).

La activacién del canal de cloro en FQ puede ser de 2
tipos: Fisica (considera efectos de temperatura y voltaje) y
Quimica (considera efectos de pH vy fosforilacidn).
Fisicamente, el cenal permanece inactive a 23°C y se activa
esponténeamente a 37° En cuanto al voltaje, el canal se
activa cuando pasa de -50 mV a +80 mV, esto es, cuando pasa

de hiperpolarizado a despolarizado (Quinton, 1989).

En cuanto a la actividad quimica, se ha experimentado,
con cambios en el pH (de 6.5 a B8.5) y cambios en las
concentraciones de calcio (de 107 a 1073 M), pero no se ha
visto ningun efecto importante, lo gque indica que en FQ,
estos asgpectos se encuentran normales. El tipo de
activacién quimica mas importante, lo constituye la
fosforilacién con protein-cinasa A (PKA) y protein-cinasa C

(PKC) (Quinton, 1989).
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La estructura del canal de clore en FQ es normal. El
problema estd a nivel de la regulacidn de la fosforilacién
de la protein-cinasa A y la protein-cinasa C, por lo tanto,
aungue el canal esté bien constituido en FQ, no se abre

(Quinton, 1989 y Riordan, et al., 1989).

El transporte de <cloro esta afectado en muchos
epitelios, cuando se presenta FQ. Los 3 Organos clasicamente
involucrados en FQ son las glandulas sudoriparas, vias
aéreas y péancreas, gue estdn constituidos por epitelio.
También existen otros 6rganos afectados, como las gléandulas
salivales, epididimo, intestino e higado (Boat, et al.,

1989; Welsh y Fick, 1987).

ai En Ductos de Glandulas Sudoriparas, Las glandulas
sudoriparas estdn compuestas por 2 diferentes regiones: el
conjunto secretorio y el ducto de absorcién. Normalmente la
parte secretora produce sudor isotdnico, por 1o que cuando
el sudor se dirige hacia arriba y pasa por el ducto
impermeable al agua, el NaCl se absorbe y un fluido
hipoténico emerge en la superficie de la piel. En esta parte
(secretora) el transporte activo de cloro conduce a la
secreciédn fluida; en el ducto el transporte activo de sodio
conduce a la absorcién de electrolitos (Boat, et al., 1989;

Welsh y Fick, 1987) (Fig. 7).

La observacién clinica de gque las concentraciones de
cloro y sodio estén incrementadas en el sudor de fibréticos,

condujeron a algunos investigadores a examinar las



- 74 -

propledades del transporte iénico en el ducto sudoriparc

(Quinton y Bijman, 1983; Quinton, 1983).

Quinton y Bijman en 1983, encontraron in vivo e in
vitro que los ductos de las glandulas sudoriparas con FQ,
tienen un voltaje transepitelial m&s grande que el que
poseen los ductos de gléndulas normales. Los ductos normales
generan un voltaje de aproximadamente -28mV mientras que los
ductos con FQ tienen un voltaje de -70mV (Boat, et al.,

1989; welsh y Fick, 1987) (Fig. 8).

Cuando en el lumen de ductos normales las
concentraciones de cloro (& NaCl) se reducen, el wvoltaje
transepitelial se hace cada vez mids negativo; este hallazgo
indica que el transporte de cloro es eléctricamente
conductive. En contraste, cuando el cloro disminuye en
ductos con FQ, el wvoltaje transepitelial se hace més
positivo (Fig. 9). Esto sugiere que los ductos de gléndulas
sudoriparas con FQ son impermeables al cloro y que el
aumento del voltaje transepitelial resulta de un mecanismo
de abscorcién normal de sodio en presencia de la
impermeabilidad al cloro (Beoat, et al., 1989; Welsh y Fick,
1987).
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EXCRECION
FAPOTONICA
PIEL
g
DUCTO DE HIPERTONI
ABSORCION
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SECRECION
ISOTONICA

Fig. 7- Reprasentacion esquemdtica dal transporte electrolftico en
ia glondula sudoripara. AC Acetilcolina; 1SO  (soprotereno!
(Boat, ef o/, 1989).
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(a) Ductos normates (b} Ductos con FQ
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Fig.9~-Cambios del voltaje tronsepitefial en ductos de gldndulas
sudoriparas normaies {a) y con FQ (b).{Quinton,289).
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Si, como en muchos de los epitelios el cloro es el co-
{6n que pasivamente permite la reabsorcidn activa de sodio a
través del ducto de la gléndula sudoripara, el potencial
altamente negativo en las gléndulas de FQ, podria ser
resultado de un aumento en el transporte activo de sodio o
de una disminucién en la permeabilidad del cloro relativa al

sodio (Quinton y Bijman, 1983).

La fuerza electroquimica para que pase el cloro del

lumen a las células, se revierte en FQ (Quinton, 1889).

Algunos estudias de la conductancia eléctrica
transepitelial fundamentan y confirman que los ductos de las
glédndulas de sudor con FQ son impermeables al cloro

{Quinton, 1986).

Los ductos sudoriparos normales tienen una conductancia
epitelial de aptoximadamentelloo a 125 ms/cm2 (milisiemens
por centimetro cuadrado)}, de la cual el 90% resulta de la
conductancia de cloro. En contraste los ductos con FQ tienen
una conductancia de 10 a 20 ms/cmz, ya gue la conductancia
de cloro es muy baja o incluso ausente (Boat, et al., 1989:

Welsh y Fick, 1987).

El decremento en la conductancia de cloroc explica la
patofisiologia; el cloro no puede permitir la absorcidén de
sodio y por consiguiente las concentraciones de NaCl en

sudor aumentan (Boat, et al., 1989).
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b) En Parte Secretora de Glandulas Sudoriparas. En la
parte secretora de la gléandula sudoripara con FQ también es

anormal el transporte iénico (Boat, et al., 1989).

La secrecién de proteinas y fluidos a través de 1la
membrana estd controlada por neurotransmisores del sistema
nervioso auténomo y por las hormonas circulantes. El tipo de
agonista determina la naturaleza de la respuesta (Brown,

1987 y McPherson, 1988).

Los mensajeros intracelulares mas importantes, que
controlan la secrecién de fluidos y proteinas, son el AMPC y

el calcio (McPherson, 1988).

Hay evidencia de que los agonistas p-adrenérgicos y la
secretina (hormona intestinal), funcionan por el asumento de
las concentraciones de AMPc y que el estimulo colinérgico y
a-adrenérgico funcionan por el aumento intracelular de
calcio (Barnes, 1987 y McPherson, 1988).

Tanto los agonistas p-adrenérgicos como los
colinérgicos {(muscarinicos) pueden estimular la produccidn
de sudor (Barnes, 1987). La ancrmalidad en la regulacidn f-
adrenérgica ha sido observada tanto in vivo como in vitro y
no es resultado de una interaccidn defectuosa entre la
hormona y el receptor, mis bien, todo parece residir en una
alteracién en la regulacién de la secrecién de cloro mediada

por AMPc (Sato y Sato, 1984; Welsh y Fick, 1987).

Welsh y Fick en 1987, demostraron que los agonistas

adrenérgicos abren los canales de potasio activados por

BERE,
BLICTEC
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calcio e indirectamente sugieren que la relacién estimulo-
respuesta calcio-dependiente estd intacta en FQ. Estos
resultados muestran una regulacién defectuosa de los canales
de cloro en un sitio distal a la acumulacidn de AMPc (Welsh

y Liedtke, 1986).

Otros agonistas que incrementan los niveles de AMPc,
tienen una respuesta marcadamente reducida en FQ y sugieren
un defecto regulatorio generalizado mas alla del nivel del

receptor (McPherson, 1988) (Tabla 1IV).

Actualmente, aun no gueda claro si los agonistas B-
adrenérgicos y los agonistas colinérgicos-muscarinicos
estimulan diferentes células en la parte secretora de la
glandula, diferentes mecanismos secretores en la misma
célula o un mismo mecanismo secretor pero regulado por un
segundo mensajero diferente'(Brown, 1987; Welsh y Fick,

1987).

En general, las glandulas sudoriparas muestran dos
tipos de anormalidad en FQ: en el ducto de la glandula la
disminucién del transporte de clorc inhibe la absorcién de
fluido; en la parte secretora de la glandula la disminucibn
del transporte de cloro inhibe la secrecion de fluido

mediada por AMPCc (Welsh y Fick, 1987).
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TABLA IV. RESPUESTAS DEFECTUOSAS MEDIADAS
POR AMPc EN FIBROSIS QUISTICA®

AGONISTA RESPUESTA REDUCIDA EN FO
1SOPROTERENOL SECRECION DE MUCINAS Y AMILASA
NORADRENALINA POR LAS CELULAS SUBMANDIBULARES
1SOPROTERENDL. SECRECION DE ELUIDOS POR LAS
GLANDULAS SUDORIPARAS
1SOPROTERENOL REABSORCION DE CLORO EN EL CULTIVO
DE DUCTOS DE GLANDULAS SUDORIPARAS
ISUPR'DTERENDL SECRECION DE CLORO EN LA MEMBRANA
ADRENALINA APICAL DE CELULAS EP1TELIALES DE
EORSKOLIN VIAS AEREAS
8-BROMO-AMPc
PROSTAGLANDINA Ep SECRECION DE CLORO EN TEJIDOS DEL

YEYUNO

*{cPherson, 1988)
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¢c) En Epitelio de Vias Aéreas. En 1la Fig. 10 se
representa esgueméticamente el transporte electrolitico que
se lleva é cabo a través del epitelio de las vias aéreas
(Welsh vy Fick, 1987)}. El transporte electrolitico
transepitelial controla la cantidad y composicién del fluido
del tracto respiratorio. Esto es importante en el movimiento
de moco por los cilios. EL epitelio puede transportar
activamente cloro desde la superficie submucosa hasta la
superficie mucosa, lo que permite la secrecidn del fluido y
la absoreidn activa de sodio y conduce el fluido en

direccién opuesta (Welsh, 1987).

Las observaciones clinicas de que 1las secreciones de
las wvias aéreas en FQ son espesas y deshidratadas,
condujeron a estudios para conocer cOmo se llevaba a cabo el
transporte electrolitico en el epitelio respiratorio.
Knowles y colaboradores, encontraron que in vivo el voltaje
a través del epltelio de las vias aéreas altas (nasales) y
bajas (trdquea y bronguios) estd més elevado en paclentes
con FQ (-50 mV, lumen con respecto a la submucosa) que en
individuos normales o controles (-20 a -25 mV) (Knowles, et
al., 1981; wWelsh y Fick, 1987)., Esto sugiere algun defecto

en el transporte electrolitice.

En el epitelio con FQ, la secrecién de cloro decae
cuando se estimula con isoproterenol (Widdicombe, et al.,

1985 y Yankaskas, et al., 1985).
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Lumen Célula , Submucosa

Na* Na+ - Nat+

1 FQ
(-3
(4]
cr cr-

H,0 H0

Fig. |0~ Representacicn esquamdtica del transporte
elec trolitico en el epitello de las vias aereas.
(Boat, ef 0/.,1989 ; Welsh y Liedtke, 1986).
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La impermeabilidad al clorc es una propledad de las
células epiteliales por si mismas. Esta impermeabilidad se
localizé especificamente en la membrana apical, a través de
los estudios de substitucidn idnica y microelectrodos

intracelulares {Cotton, et al., 1487}.

Observaciocnes reclentes en membranas aisladas de
cultive de células epiteliales respiratorias con FQ,
sugieren fuartemente que el problema fundamental ocurre a
nivel de la regulacidén del transporte celular y de los

procesos secretorios (Welsh y Liedtke, 1986).

d) En Péncreas. En este 6rgana, 1los estudios mas
1mportantes se realizaron in vivo, ya que el péncreas es muy
complejo y es dificil de mantener para estudios in vitro. Se
encontraron elevadas concentraciones de proteina en 1las
secreciones de fibréticos en comparacidn con las secrecliones
de individuos control. Esta diferencia estd dada por la
disminucidn en la secrecidn del fluldo del pancresas con FR

(Kopelman, et al,, 198%; Welsh y Fick, 1987).

Como la secrecidn de anicnes parece ser importante en
la produccidn del fluido pancredtico, se piensa que es esta
secrecidn la que estad disminuida en el pancreas con FQ. Este
defecto en la secrecidn puede explicar la patologia de 1la
enfermedad pancredtica: las secreciones deshidratadas
obstruyen los ductos y eventualmente destruyen la gléandula

(Kopelman, et al., 1985; wWelsh y Fick, 1987).
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"Como conclusidn, se puede decir que:

(1) Muchos de los epitelios en FQ son impermeables al

cloro.

(2) En el epitelic de las vias aéreas, en la parte
secretora de las glandulas sudoriparas y probablemente en el
pancreas existe una disminucitn en la "secrecién" de cloro;
En el ducto de las glandulas sudoriparas hay una disminucién

en la "absorci6n” de cloro.

(3) En las vias aéreas, la anormalidad consiste en una
regulacién defectuosa del canal de cloro en la membrana

apical.

Como se puede observar, el defecto basico en FQ esté
estrechamente ligado a la regulacién del canal de cloro. Por
esta razbdn estas anormalidades en el transporte
electrolitico proporcionan una mejor explicacidén para una de
las mAs importantes manifestaciones clinicas en FQ: 1la
obstruccién de ©Organos debida a la acumulacién de

secreciones deshidratadas.



- B6 -
K. GENETICA

El eminente genetista Theodosius Dobzhansky decia gque
"nada en biologia tiene sentido si no es a la luz de la
evolucién", pero ain es mds cierto que nada en biologia es
comprensible si no es a la luz de la genética. La genética
es el niclec de las ciencias biolégicas; ella provee la
infraestructura dentro de la cual la diversidad de la vida y
sus procesos se pueden entender come un todo intelectual

(Ayala y Kiger, 1984).

Durante la primera mitad del siglo XX se establecid
gradualmente que los genes desempefian un papel importante en
la funcién y evolucién de los organismos. El1 significado
fundame&tal de esta funcidn, sin embargo, sélo se puso de
manifiesto con el reconocimiento de que los acidos nucleicos
(DNA ¥y RNA) son el material hereditario de todos 1los
organismos. El descubrimiento de la naturaleza quimica del
DNA establecid los principios de la herencia y condujo a la
comprensidén de coOmo los genes en forma de moléculas de DNA
se transmiten de generacidén en generacidn y, a la vez, se
expresan en cada generacion. La informacion hereditaria estd
incluida en la secuencia de nucledtidos del DNA y se expresa
al especificar la secuencia de amincécidos de las proteinas.
La unhidad de todos los seresS vivos esta demostrada por el
hecho de que el cbédigo que relaciona secuencias de
nuclebtidos con secuencias de aminodcidos es el mismo en
todos los organismos. El cédigo es universal (Ayala y Kiger,

19843.
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En las células procariontes el DNA es una molécula
circular y se encuentra en el citoplasma; en las células
eucariontes el DNA se encuentra empaquetado en cromosomas,
asociado a proteinas histonas y rodeado por la envoltura

nuclear (Alberts, et al., 1989).

En las células somaticas humanas se han reconocido 46
cromosomas, 44 autosomas y 2 cromosomas sexuales (Alberts,

et al., 1989).

En un momento del ciclo celular (fundamentalmente en la
fase S), el DNA tiene que ser copiado a través de la
"replicaciédn", que se define como el proceso de sintesis de
DNA con un minimo de error y constituye el primer paso en el
£lujo de informacidn genética, de acuerdo con el "Dogma

Central de la Biologia Molecular" (Alberts, et al,, 1989),

El siguiente paso en el f£flujo de 1la informacidn
genética es 1la ‘"transcripcién", que es el proceso de
formacién de una cadena de RNA, gue toma como molde a una de
las hebras de DNA. Este RNA puede ser de tres tipos:
mensajero, ribosomal y de transferencia (Alberts, et al.,

1989).

La "traduccién®, constituye el tercer paso en el flujo
de la informacién y es el proceso de sintesis de una cadena
polipeptidica. En los procariontes la transcripcitn y 1la
traduccidn son simulténeas, a diferencia de los eucariontes,
en los cuales estos procesos estan separados en tiempo y

espacio (Alberts, et al., 1989).



- BB ~

Finalmente, la proteina nativa puede sufrir diversas

modificaciones sobre su estructura original.

Asimisme, el material genédtico puede experimentar
alteraciones estables y heredables denominadas mutaciones,
que a su vez, constituyen las causas bioquimicas de la
enfermedad, Estas mutaciones comunmente Sse expresan Ccomo
fenotipos desadaptativos (manifestaciones clinicas) en el

ambiente universal (Beaudet, et al.., 1989b}.

Un concepto importante para entender el papel que
juegan las mutaciones en laos procesos de transmisidn
genética es el de polimorfismo genético. Este concepto se
refiere a la existencia de diferentes fermas moleculares de
un gen en su locus génico; las diferentes variedades de un
mismo gen se denominan alelos. Para cada locus genico un
individuo posee dos alelos, cada uno de ellos proveniente de
un progenitor (con excepcién de los loci de los cromosomas X
¥y Y en varones, que presentan un s6lo alelo por locus}

{McKusick, 1986}.

Existen tres caracteristicas que deben ser consideradas
cuando una enfermedad es transmitida genéticamente:
Heterogeneidad, variabilidad Y pleiotropismo. La
heterogeneidad se refiere a la posibilidad de tener un
fenotipo clinico o bioguimico particular producido por mas
de un genotipoe. Tal hetercogeneidad puede resultar de
diferentes mutaciones en un solo locus o bien de alelos
mutantes en loci diferentes (Guizar-Vazquez, 1988). La

variabilidad estd dada por los diferentes alelos que pueden
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ocupar un mismo locus. Cada alelo se erpresarad
fenotipicamente con una cierta actividad de acuerdo con el
tipo y ‘extensién de la mutacién. Por ultimo, el
pleiotropismo es el efecto por el cual un s6lo gen mutante
afecta a dos o mas aspectos del fenotipo de un organismo

(Ayala y Kiger, 1984).

Las enfermedades genéticas se clasifican en tres

categorias:

1) DesdOrdenes cromosémicos gque involucran pérdida,
exceso 0 arreglo anormal de uno o mas cromosomas, lo cual

afecta muchos genes.

2) Desérdenes mendelianos o monogénicos, gque son
determinados primariamente por mutacién en un sélo gen. Por
consiguiente, estas enfermedades presentan patrones de
herencia simple (Mendeliana), que puede clasificarse en
autosOtmica dominante, autosoOmica recesiva, dominante ligada
al X, recesiva 1ligada al X y herencia ligada al Y u

holéandrica.

3) pesdrdenes multifactoriales que son causados por una
interaccion de miltiples genes y multiples factores exdgenos

o ambientales (Beaudet, et al., 1989b).

Una vez establecidas las bases anteriores, se puede
seflalar que la FQ es un padecimiento genético de tipo
autosdmico recesivo y por lo tanto clinicamente aparente
s6lo en estado homocigoto, es decir, cuando ambos alelas en

un locus génico particular estén alterados.
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El gen responsable de una enfermedad autosfmica

recesiva tiene las siguientes caracteristicas:
1. Se localiza en uno de los 22 pares de autosomas.

2. El1 sexo del individuo afectado no ejerce una
influencia importante en su manifestacidn, porque se

encuentra localizade en los autosomas.

3. Cuando ocurre una mutacidén puede encontrarse tanto
en estado homocigoto (cuande ambos alelos en un mismo locus
son iguales) como heterccigoto (cuande los alelos en un
mismo locus son diferentes) y sus manifestaciones
fenotipicas sélo pueden observarse en estado homocigoto al

reunirse los dos alelos mutados.

4. Al heterocigoto se le designa como portador del
caracter anormal, y en ocasiones es posible detectarlo.

(Guizar-Vazquez, 1988},

Las condiciones especiales de la herencia autosomica

recesiva son:

1. Los afectados son producto de progenitores

heterocigotos con fenotipo normal.

2. 5i ambos progenitores son portadores del mismo gen
autosOmico recesivo, tres tipos de descendencia resultaran
de esto, el 25% de los hijos serd normal, el 50% serad
portador heterocigoto y el 25% restante sera homocigotlo Yy

enfermo (Fig. 11).
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3. 5i un individuo afectado se une con un heterocigoto
{como puede ocurrir en una unidn consanguinea), el 50% de
los hijos ser& portador heterocigoto y el otro 50% estard
afectado, lo que genera un pedigri que simula herencia

dominante.

4. Si dos individuos con el mismo padecimiento recesivo

se unen, toda la progenie resultard afectada.

5. Cuanto mas raro es el gen mutante en la poblacién,
mds fuerte es la probabilidad de que 1los individuos
afectados sean producto de padres consanguineos, ya que es

mas probable que los parientes compartan genes en comin,

6. La transmisiéon es horizontal, es decir, en 1la
construccidn del &rbol genealégice pueden observarse saltos

en las generaciones {Guizar-Vazquez, 1988).
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Fig. 1~ Posibilidades génicas en FQ.
{Cortina - Watson, 1989 ).
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El cuadro clinico de los padecimientos autosémicos
recesivos tiende, por tanto, a ser mas uniforme que el de
las enfermedades dominantes, y 1la edad de inicio es con
frecuencia en 1las primeras etapas de la vida. Tales
evidencias denotan gque los homocigotos para el gen de FQ
presentan todas o casi todas las manifestaciones clinicas de
la enfermedad, mientras que los heterocigotos no tienen
sintomas clinicos reconocibles, sdlo son portadores que no

poseen una enfermedad fenotipica.

Como regla general, 1las enfermedades recesivas se
diagnostican mas comiunmente en la infancia, mientras que las

dominantes se encuentran con mas frecuencia en adultos.

Af.ortunadamante por el cuadro clinico relativamente
uniforme de los padecimientos recesivos y porque la mayoria
se puede diagnosticar en forma directa con pruebas
bioguimicas, wusualmente se puede hacer el diagndstico
correcto ain cuando no haya otros miembros de la familia

clinicamente afectados.

Si, como se supone comunmente, la expresién de una
mutacién recesiva en un organismo diploide, como el humano,
requiere de dos eventos mutacionales independientes, las
enfermedades por mutaciones recesivas seran menos frecuentes
(Guizar-vazquez, 1988). Sin embargo algunas de 1las
alteraciones recesivas, como la FQ, son muy frecuentes y
comunes. En consecuencia, alrededor de 1 en 20 caucés'icos
es portador heterocigoto de la FQ (McPherson, 1988}, y el

padecimiento ocurre en una proporcidn de 1 en 2000
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nacimientos de nifos caucdsicos (Wainwright, et al., 1985).
Pero, Cémo se puede mantener una frecuencia génica tan
alta?. Para explicar esta paradoja, se han postulado

principalmente 2 hipbtesis:

1. Los heterocigotos tienen superioridad sobre 1los
homocigotos, con respecto a uno o mas caracteres (Heterosis

o Vigor Hibrido) (Dobzhansky, 1975), o bien,

2. hay una elevada tasa de mutacidén para este gen,

estimada entre 0.7 y 1.0 x 10~ (Frézal, et al., 1974).

En el caso de la hipotesis de la heterosis, se ha visto
que algunas variantes génicas dan lugar a vigor hibrido,
pero poco es relativamente lo gue se sabe respecto a los
origenes fisiolégicos y ecolégicos de tal superioridad.
Pueden considerarse diversas posibilidades: supervivencia
diferencial; mayor fecundidad; mayor actividad sexual; mayor
longevidad o 1la combinacién de algunos o todos estos
factores. Puede advertirse, asimismo, que para poseer una
elevada aptitud darwiniana (heterosis), el heterocigoto no
necesita ser superior en todos los componentes del valor de
adaptacidén. Uno de los heterocigotos puede ser similar en
fenotipo a uno de los homocigotos {(dominancia completa), o
bien ser intermedio entre 1los homocigotos (dominancia
incompleta), o sobrepasar la gama de los homocigotos
(sobredominancia). Si la caracteristica sobresaliente del
fenotipo es la viabilidad o la aptitud, la sobredominancia
puede significar que el heterocigoto es heterdtico y

superior a los dos homocigotos, tal como se piensa que
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ocurre en FQ (Dobzhansky, 1975; Kerem, et al., 1989 vy
Meindl, 1887). Al parecer esta sobredominancia de los
heterocigotos portadores de FQ, podria darse como resultado
de una seleccién gamética durante o después de la meiosis,

pero esto ain no ha sido confirmado (Mornet, et al., 1989).

Actualmente la segunda hipdtesis es la mas sceptada. El
gue haya una elevada tasa de mutacién para el gen de FQ,
implicea que la zona en donde se encuentra dicho gen es muy
susceptible. La alta frecuencia génica se mantiene ya que
los heterocigotos, al no presentar manifestaciones
fenotipicas de la enfermedad, se reproducen $£in ningan

problema y heredan la mutacién a la siguiente generacié6n.

Una tercera hipbtesis habia sidoc postulada: la posible
heterogeneidad genética en FQ (Mornet, et al., 1989). Esta
explicacién se desecho facilmente, al demostrar con
marcadores genéticos, que una so6la wmutacidén es responsable

de la mayoria de los casos de FO (Tsui, 1989).

Hasta hace pocos meses el defecto bdsico de la FQ era
desconocido, ya que el gen alin no estaba identificado. El
descubrimiento del gen junto con el de la proteina que
produce fue anunciado formalmente por tres cientificos que
encabezaron un equipo internacional de investigaciones: Lap-
Chee Tsui y John Riordan, del Hospital de Nifos de Toronto y
el Dr. Francis Collins, de la Universidad de Michigan. Los
tres investigadores estudiaron durante 4 aios, mileé de
genes pertenecientes al séptimo de 1los 46 cromosomas

presentes en cada célula humana.
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Riordan menciona que la investigacién no sélo encontrd
el gen defectuoso, sino que suministré informacidn acerca de
las mutaciones o defectos precisos que producen el

funcionamiento incorrecto (Tsui, et al., 1986).

Para la localizacidn del gen se usaron 2 estrateglas

generales:

1. Teoricamente la localizacién puede efectuarse por
medio de métodos fisiologicos, farmacolégicos y bioquimicos
que identifiquen la proteina defectuosa en células de

pacientes con FQ.

2. La segunda estrategia, maAs fructifera aan, fué la
aplicacién de las técnicas de genética molecular referidas
como tecnologia del DNA recombinante, usadas poy Tsui y
Riordan en Terontao, los descubridores del gen de FQ

(Goodfellow, 19893},
Las fases consistieron en:

1. Utilizar fragmentos de restriccidan poliméSrEfica
(RFLP) obtenidos al digerir DNA con enzimas de restriccidn y
recurrir al anélisis de entrecruzamiento genétice para
localizar el gen blanco en un cromosama concreto y en una
regién determinada del mismo (Kerem, et al., 1989; Tsui, et

al., 1985; Wainwright, et al., 1985 y White, et al., 1985).

2. Un segundo paso implicé el aislamiente de fragmentos
de DNA de esa regién cromosémica, cada vez méds cercanos al

gen blanco, asi como el estudio paralelo de posibles genes
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candidatos (aquellos cuya secuencia de DNA se presume que ha
sufrido alguna mutacién que puede causar el fenotipo clinico
anémalo), fisiolégicamente relacionados con la enfermedad

(Estivill y williamson, 1988).

Durante afos abundaron las sugerencias sobre posibles
genes mutados, responsables de la FQ. Como ejemplo, estaba
el gen que determina la superdxido desmutasa, el que
codifica la calmodulina, el de la albumina, el del factor
III del complemento, asi como reguladores de proteinguinasas

dependientes de AMPc (Estivill y Williamson, 1988).

3. El estudio final estribd en la identificacidn del
gen en cuestidén y de la mutacidn o mutaciones responsables

de la ehfermedad.

Estas nuevas formas de anélisis se conocen como
"Genética Reversa" y posibilitan el estudio de una
enfermedad de la que se desconcce el producto bioquimico,

como es el caso de la FQ (Estivill y Williamson, 1988).

A partir de 1985 se acelero la investigacién, de manera
que, Riordan y colaboradores en 1989, localizaron el gen de

la FQ en el brazo largo del cromosoma 7.

El método gue condujo a este hallazgo se basd® como se
menciond anteriormente, en la saturacidén del genoma humano
con marcadores polimorficos y el estudio de ligamiento en
familias con varios hijos afectados. Saturar el genoma con
marcadores polimdrficos significa utilizar marcadores,

situades en regiones cromosémicas determinadas, de forma que
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el total de estos marcadores cubra el genoma entero en los

estudios de ligamiento genético (Fujimara, et al., 1989).

En agosto de 1985, en Helsinki, durante la octava
conferencia sobre cartografia genética humana, varios grupos
asistentes, esforzados por aislar el gen de la FQ,

elaboraron un mapa de exclusidén para la enfermedad.

Los primeros marcadores genéticos que se vieron ligados
al gen de FQ fueron D7S15, met y J3.11 (D7SB), obtenidos por
White y colaboradores en 1985. Estos marcadores flanqueaban
al gen de la FQ en una regién de aproximadamente 1-2x106
p.b. Posteriormente se redujo la longitud de esta zona por
medio de 2 marcadores, D7S122 y D7S340. Un tercer marcador,
el IRT (Int-Related Protein), cbtenido por Estivill, et al.,
en 1987a, aparecié como un buen candidato para el gen de la
FQ, aungue se vid mls tarde que sdlo estaba muy cerca del

propio gen (Goodfellow, 1989 y Rommens, et al., 19B89).

Una vez que se tuvieron estas pruebas, se inicidé el
abordaje bidireccional del gen y se aislaron clonas que
contenian secuenciss traslapadas derivadas de esta regién
blanco, Esto se acelerd con la técnica de “Salteo
Cromosémico" cuyo pilonero fué Collins. De esta manera se
clonaron 2-3x10% p.b. de secuencia gendmica (Goodfellow,

1989 y Rommens, et al., 1989).

Se describid ademds ligamiento para la FQ con las
sondas anénimas 7C22 y B79, el gen pro-a-2(I) de la

colagena (COL1A2) y el gen de la cadena B del receptor de
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células T (TCR B) (Estivill y Williamson, 1988; McPherson,

1988 y Wainwright, et al., 1985) (Fig. 12).

Las sondas informativas estrechamente ligadas a la FQ
son dificiles de ordenar en distancias peqgueflas, del orden
de varios millones de pares de bases. Obedece ello a que hay
pocas familias con recombinacién; por ello, los grupos que
trabajan en FQ han colaborado en el estudio de familias que
presentaban fendmenos de recombinacién con FQ y 1los

diferentes marcadores (Curtis, et al., 1988).

Se trataba, pues, de ailslar la secuencia de DNA que se
encuentra entre los diferentes marcadores y estudiar esa
regién por medio de técnicas fisicas y moleculares de
cartografia fisica como por ejemplo: An&lisis de DNA de alto
peso molecular por electroforesis en geles mediante campos
de pulsacién (PFGE o© Pulsed-Field Gel Electrophoresis),
sobreposicidn de coésmidos (vectores que permiten clonar
fragmentos de DNA hasta de 45 kilobases y gue combinan las
propiedades de un plasmido y un fago en relaciédn a que las

particulas del fago se usan para transportar un plésmido
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bacteriano) (Karp, 1987), genotecas saltadoras y ligadoras
{conocidas también por jumping y linking, respectivamente)
y, por Gltimo, caminata cromosdmica o "chromosome walking®
(White, et al., 1985). Para que no fracasara esta bateria de
posibilidades técnicas, fue necesario conocer el orden de
los marcadores y asegurar asi que cualquier paso o salto
tenga un principio, un orden y un final (Es-tivill Y

Williamson, 1988 y Rommens, et al., 1989).

Se aislaron lineas celulares de ratén que contenian
como Gnico componente humano la regién del cromosoma 7,
donde se halla el gen de la FQ. La seleccidn del fragmento
del cromosoma humano se realiz6 gracias a que uno de los
marcadores mas préximos al gen de la FQ es un on;:ogén (met),
y éste, cuando se halla activado, es capaz de. transformar
células 3T3 de ratén. Se establecieron varias lineas
celulares hibridas, que contenian fragmentos del c¢romosoma
7, de entre un milldn a wvarios millones de bases
(megabases). Tales lineas celulares se obtuvieron a partir
de una linea celular tumoral. Este es el tamafio de genoma
que puede analizarse con relativa sencillez mediante la

técnica de PFGE (Estivill y Williamson, 1988).

Con el propdésito de examinar con detalle esas lineas
celulares y la regidn del cromosoma 7 que contiene el gen de
la FQ, se construyeron y analizaron varias genotecas de

cosmidos.

Asi se aislaron 6 césmidos (X.254, X.250, X.285, X.1l2,

H.70 y H.S5) gue cubrian unas 160 kilobases de la regién del
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oncogén met. Se procedis luego a su andlisis mediante el
método de “"impresidén de huellas digitales". La enzima de
restricecién Hinf I se encargd de digerir el DNA de los
césmidos; " los fragmentos resultantes se marcaron
radioactivamente b se introdujeron en un gel de
poliacrilamida. La autorradiografia mostré que las clonas
comparten varios fragmentos (Estivill y Williamson, 1988)
(Fig.. 13). Pero no fue facil, ya que se desconccia el
alcance de las reordenaciones o mutaciones puntuales que
podrian haberse dado en la construccién de estas lineas
celulares. Fue, pues, necesario elaborar estrateglas de
endlisis para obtener nuevos marcadores espaciados e

identificar secuenclias codificadoras.

El genoma de los mamiferos se encuentra metilade en su
mayor parte, aungue existe un 1% del DNA 1libre de
metilacidn. La metilacién del DNA  se limita casi
exclusivamente al dinuclebtido CpG. Hay enzimas de
restriccidn que Teconocen secuencias ricas en ese
dinucledtido si no se hallan metiladas. Tales enzimas (Not
I, Bssh I1I, Sac Ii, Nar I, Nae 1 y Xma III) generan
fragmentos de elevado peso molecular. Estos lugares de
restriccién han recibido distintas denominaciones: islas HTF
(del inglés Hpa II Tiny Fragments), islas CpG o islas libres

de metilacidn. Las islas HTF se hallan asociadas a genes, y
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se han descrito en posicién §' de la mayoria de estos (Brown
y Bird, 1986: Estivill, et al., 1987a; Estivill y
Williamsoﬁz 1988 y McPherson, v1988). De esta manera, 1la
identificacidén de islas HTF como marcadores, permitid aislar

genes candidatos.

Para detectar estas islas HTF en el DNA de células
hibridas de hombre/ratdn, se construyeron genotecas de la

siguiente forma:

Primero, el DNA gendmico se digiere parclalmente con la
enzima Hind IX1, y de forma completa, con la enzima Xma III.
Después este DNA se fracciona en gradientes de sal y se
inserta en el DNA del césmido (localizado originalmente en
el vector especial llamado Lorist-6) previamentz digerido
con las enzimas Not I y Hind III. Las moléculas
recombinantes se introducen en las capsides de bacteriéfagos
mediante empaquetamiento in vitro. Posteriormente, cada
cosmido infecta una bacteria y le confiere resistencia
contra la kanamicina., Esto permite seleccionar las clonas

recombinantes.

Finalmente, se usa DNA humano como sonda para hibridar
el DNA de la genoteca y detectar asi las clonas humanas
positivas. Por este procedimiento se identificaron cdsmidos
que se hallaban unidos por una secuencia Not I comin, que a
su vez forma parte de una isla HTF situada entre los
marcadores mAs cercanos a la FQ, met y J3.11 (D788)

(Estivill y Williamson, 1988) (Fig. 14).



- 105 -

Se habia pasado, pues, desde estos marcadores hacia el
gen de la FO sin perder demasiado tiempo en exhaustivos

analisis de caminata cromosémica.

El paso siguiente consistid en descubrir si habia un
gen asociado a esa isla. Se recurrid al anélisis de
hibridacién cruzada de DNA de distintas especies (Rommens,

et al., 1389).

La hibridacidén con RNA de tejidos diferentes confirmd
que habia una secuencia que lograba expresarse o traducirse.
El posterior andlisis de genotecas de DNA complementario
(cDNA) de pulmén fetal y placenta, permitidé aislar dos
segmentos clonados, que luego serian secuenciados (Riordan,

et al., 1989).

Los estudios de comparacidn entre los andlisis de
secuencias de cDNA perteneciente a clonas de tejidos de FQ y
de secuencias de cDNA perteneciente a tejidos normales, no
mostraron ninguna diferencia en el patréon de expresion

proteinica (Estivill y Williamson, 1988).

Afortunadamente se encontraron tres nuevos marcadores
que ponen de manifiesto una asociacidén alélica o
desequilibrio de ligamiento (Beaudet, et al., 198%a); Esto
es, cuando alelos de diferentes loci no estédn asociados al

azar {la frecuencia con gque se encuentran juntos. es mayor
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que sus frecuencias individuales) se dice que estan en
desequilibrio de ligamiento. Cuando los alelos de diferentes
loci estdn asociados al azar {(en proporcidn a sus
frecuencias), los leci estén en equilibrio de ligamiento.
Consecuentemente, en poblaciones naturales el desequilibrio
de ligamiento es mas comin entre loci més intimamente
ligados (Ayala y Kiger, 1984). Los nuevos marcadores fueron
va-zé:, pCS.7 y pKM.19 (Estivill, et al., 1987b y Fujimars,
et al., 1989). Las posibles combinaciones de las
asociaciones alélicas se denominan haplotipos. La FQ se
encuentra asociada con un haplotipo determinado en mas del
85% de los casos, mientras que el mismo haplotipo esta
presente en s6lo el 17% de los cromosomas normales (Estivill

y Williamson, 1988).

El desequilibrio encontrado con esos marcadores para la
FQ es excepcional entre 1las enfermedades hereditarias y
reviste una enorme importancia (Tsui, et al., 1985 y White,
et al., 1985): indica, en primer lugar, la homogeneidad de
la enfermedad, de forma gque una sola mutacidn es
responsable, por lo menos, del B85% de los casos de FQ
(Cutting, 1989; Tsui, et al., 1985; Tsui, et al., 1986 y
Tsui, 1989); en segundo lugar, informa gque la mutacidn
sucedi® después de la separacitn de razas, hace miles de
afios; por ultimo, este desequilibric implica que se esta
fisicamente muy cerca del gen de FQ (Estivill, et al., 1987a

y 1987b; Estivill y Williamson, 1988).
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El andlisis de otras clonas HTF procedentes de la misma
genoteca, termindéd por dilucidar finalmente ctal era el gen

mutado en la FQ.

Ahora, Como se supo gque se habia llegado verdaderamente

al gen?:

- Primero debe observarse la distribucién de
transcritos (mRNA's) en tejidos pertinentes (pancreas,

pulmén y glandulas sudoriparas).

- Se deben observar cambios en el patrdn de expresién
génica o bien cambios en el producto del gen, la proteina
CFTR (Regulador Transmembranal de Fibrosis Quistica), que
pueden ser probados en experimentos de fisiologia celular
para verificar si efectivamente esta proteina CFTR, es la

codificada por el gen de FQ.

- Finalmente, se realizan analisis genéticos en
personas afectadas. Esto tiene gran dificultad, ya que hay
un fuerte desequilibric de ligamiento a lo largoc de la
regién en donde se encuentra el gen de la FQ, como se vid
anteriormente (Fujimara, et al., 1989 y Rommens, et al.,

1989).

Una vez aplicados estos conocimientos en la practica,
los puntos especificos que evidenciaron el descubrimiento

del gen de FQ fueron:

1. La identificacidén de la misma delecién de 3 pb en el

gen, gque corresponde a8 la pérdida de wun residuo de
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Fenilalanina en el aminodcido 508 en cerca del 70% de los
cromosomas analizados {la delecidn no se encontréo en 200
cromosomas normales) (Harris y Bobrow, 1989: Kerem, et al.,

1989 y Riordan, et al., 1989).

2. El mRNA analizado por hibridacidn en gel (Riordan,
et al., 1989) estd expresado en altos niveles en pancreas y
pblipos nasales y en menor cantidad en gléndulas
sudoriparas, pulmén, colon, higado, glandulas pardtidas y
placenta y aparentemente no estd expresado en cerebro,
fibroblastos de piel y células linfoides (Harris y Bobrow,
1989).

3. La presencia de 1la proteina CFTR (Regulador
Transmeﬁbranal de Fibrosis Quistica), predicha a partir de
la secuenciacién del gen de FQ. Esta proteina comprende 1480
aa vy tiene un peso molecular de 168,138 daltons.
Estructuralmente, esta constituida por dos mitades

simétricas, unidas a través de un gran dominio (Fig. 15).

Cada una de las mitades estd formada, a su vez, por un
pequeiio dominio citoplasmico e hidrofilico que posee
secuencias consenso plegadas e involucradas en la unidn de
ATP (dominio NBF's o Nucleotide(ATP)-Binding Folds). Tienen
también 6 segmentos hidrofdébicos que en realidad son a-

hélices , capaces de atravesar varias veces la bicapa
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lipidica de la membrana. Cabe aclarar, que sdlo una de estas
mitades contlene entre sus segmentos 5 y 6, dos sitiocs

potenciales~de glicosilacidn.

Ahora bien, el dominio que une las dos mitades
simétricas de 1la proteina CFTR (dominio R), es un gran
dominio citoplasmico,conformado por 241 aa, de los cuales 64
son residuos polares arreglados en clusters (grupos o
racimos) de cargas positivas y negativas. Contiene también
varios sitios de fosforilacién para protein-cinasa A (PKA) y
protein-cinasa C (PKC) (larris y Bobrow, 1989; Higgins, 1989

Yy Riordan, et al., 1989).

Estas caracteristicas estructurales de la proteina
CFTR, son similares a las de otras proteinas asociadas a la
membrana, como son: La glicoproteina P, resistente a
miltiples drogas en mamiferos; la hemolisina B, involucrada
en el transporte de péptido litico en el sistema hemolisina
de Escherichia coli; proteinas del sistema de transporte del
soluto periplésmico de bacterias Gram-negativas y el
producte del gen White de Drosophila, invelucrado en el
transporte de moléculas pigmentarias oculares (Higgins, 1989

¥ Riordan, et al., 1989).

Esto sugiere que la proteina CFTR, involucrada en el
transporte de iones a través de la membrana, probablemente

es parte de una superfamilia de proteinas membranales.

Lo cierto es que, aun permanece incierta la

participacién de la proteina CFTR en la regulacién iénica,
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por lo gque, para entender el defecto basico en FQ, es

508 en 1a

necesario determinar el papel preciso de la Phe
regulacién del transporte iénico y entender los mecanismos
que llevan a la fisiopatologia de la enfermedad (Riordan, et

al., 1989).

El gen de FQ se encuentra localizado en el cromosoma 7,
banda  g31, es grande, de 250 Kb de longitud (Kerem, et al.,
1989 y Rommens, et al., 1989), con 24 exones gue producen un .
mensajero de 6.5 Kb (Harris y Bobrow, 1989). El 70% de los
cromosomas de FQ llevan la misma mutacién, aparentemente en

el mismo haplotipo (Cutting, 1989).

Esta mutacién es la responsable de la alteracidn de los
canales de clorc en las células epiteliales y se caracteriza
por provocar un aumento en la produccidn de moco en todas
las gléndulas exécrinas del organismo, lo que conduce al
trastorno electrolitico del sudor (Pérez-Fernandez, et al.,

1930).
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L. NUEVOS ESTUDIOS GENETICOS

Durarte los Gltimos diez afos los genetistas han
descubierto técnicas que les permiten reproducir, en el
laberatorio, pascos de la evolucidén de los organismos. En
realidad estas técnicas cientificas proporcionan los medios
para realizar experimentos que la propia naturaleza no puede

efectuar.

Con las técnicas de investigacidén del DNA recombinante,
los genetistas han aprendidc a trasplantar genes de un
organismo a otro y a combinar los materiales genéticos en
formas nunca experimentadas en la evolucidn de la vida sobre
la tierra; este conocimiento y la habilidad para aplicar
estas técnicas a nuevos propdsitos tiene profundas

implicaciones para toda la biologia (Ayala y Kiger, 1984).

El avance metodolégico ha permitido el aislamiento y
caracterizacién de genes, su seguimiento a traves de las

familias afectadas y la deteccidén de cambics evolutivos.

La citogenética, junto con las técnicas modernas de
genética molecular, tienen una funcién muy importante, vya
que permiten la identificacién individual de los cromosomas
y de sus regiones especificas, la localizacidn geografica
del material genético en los cromosomas y el estudio visual
de un locus en particular. Como consecuencia, la biologia
molecular ha permitido conocer con gran detalle, los
mecanismos de la transmisidn hereditaria, la sintesis de

proteinas, la regulacion del metabolismo y el control de 1la
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respuestainmune. Ahora también  permite descifrar los
misterios de 1a di ferenciacion celular y de la
embriogénesis y es posible gue logre explicar las funciones

cerebrales superlores (Velazguez y Soberdn, 1986).

Por otra parte, el uso de enzimas de restriccidn y
tecnologia de DNA recombinante definira nuevos sindromes y
determinara la localizacién de los genes responsables en
regiones cromosdmicas especificas (Estivill y Williamson,

1988).

El andlisis del material genético es fundamental en
Genética ya que define una gran cantidad de padecimientos
mendel{anos secundarios a mutaciones puntuales o deleciones
génicas. Esta metodologia de DNA recombinante se reallza con
un grado minimo de invasién, y consiste en el examen directo
de las secuencias de DNA del genoma de un individuo. El uso
de estas técnicas permite conocer el estado genético de los
miembros de una familia o embarazo de alto riesgo (Farrall,
et al., 1986), reconocer secuencias del cromosoma y estudiar
FQ, hemoglobinopatias, distrofias musculares, etc. El mayer
impacto en la clinica ha sido en la deteccidén de portadores
de enfermedades autosémicas recesivas (Beaudet, et al.,
1988), enfermedades ligadas al X, diagn6stico presintomatico
de padecimientos autosdémicos dominantes y en diagndstico

prenatal.

La clave para la aplicacidon clinica efectiva es el
desarrollo de técnicas de biologia molecular sensibles,

confiables y rapidas.Entre ellas tenemos las siguientes:
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Extraccién de DNA.- Mediante técnicas estandares se
puede extraer DNA de sangre periférica, material de
vellosidadés coriénicas e incluso de cualquier tejido que

contenga células nucleadas.

Es necesario enfatizar la importancia de esta técnica
en FQ, ya que el diagnéstico prenatal de la enfermedad se ha
podido realizar mediante la extraccidn de DNA de leucocitos,
fibroblastos y células de liguidc amnidtico principalmente.
Los cultivos de estas células son los gue permiten,
precisamente, llevar a cabo estudios citolégicos,

bioquimicos y moleculares (Mornet, et al., 1989).

Elaboraciétn de bancos de DNA.- Una vez extraido el DNA
es estable y puede ser guardado en forma indefinida, de
manera que muestras de pacientes con padecimientos genéticos
pueden ser colectadas y guardadas para investigaciones
futuras de otros individuos probablemente afectados. El
almacenamiento de muestras ya ha beneficiado, en otros
paises, a muchas familias cuyos parientes afectados o
mayores de edad no estaban vivos cuando se realizd el
andlisis de DNA, pero cuyos resultados fueron necesarios

para realizar pruebas predictivas.

En FQ, es necesario realizar bancos de DNA, sobre todo
en familias en las que hay antecedentes de miembros
afectados con la enfermedad, ya que las muestras se utilizan
pera realizar ensayos predictivos con sondas de DNA que
detectan portadores heterocigotos de FQ y de esta manera se

puede ofrecer un mejor asesoramiento genético.
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Enzimas de vrestricciton.- El descubrimiento de 1las
enzimas de restriccidn bacterianas fué muy importante en el
desarrollo de técnicas para analizar genoma humano. Las
enzimas de restriccién reconocen @ secuencias de DNA
especificas y cortan la doble cadena de DNA en estos sitios.
Cada enzima reconoce una secuencia propia y cortard el DNA
gendtmico en una serie de fragmentos gque pueden ser
posteriormente analizados (Fig. 16). E1 tamafio de los
fragmentos producidos es constante para cada individuo pero
varia comunmente entre varias personas debido a las
diferencias presentes en las secuencias de DNA no
codificantes. Esta variacién (RFLP o fragmentos de
restriccién polimdrficos) es la base de algunas pruebas
predictivas cuando se presentan en o cerca del gen de

interés (Tsuil, et al., 1985; Veldzquez y Soberén, 1986).

También, el andlisis molecular de estos fragmentos en
diferentes familias, demostrd gque la mutacidén en FQ estad
fuertemente asociada con diferentes haplotipos, dependiendo

de la forma clinica de la enfermedad:
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~ Cuando existe FQ con fleo meconial, el RFLP
encontrado en estos pacientes es el XV-2c y el haplotipo se

defina como DyE,F,.

- Mientras que cuando existe FQ sin ileo meconial, el
RFLP encontrado es el KM.19 y el haplotipo se define coma

DyE,Fp (Mornet, et al., 1989).

Las enzimas de restriccidén permitieron saturar el
genoma humano & lo largo de la regidén del brazo largo del
cromosoma 7 (7q), con el £fin de conocer el orden de los
marcadores y saber cuales de ellos se encontraban ligados al
gen de FQ. Algunas de las enzimas que se utilizarcon en la
digestién del DNA fueron Hind III, Xma IXI, Hinf I, Not I,

Bssh 11, etc (Brown y Bird, 19B6).

Electroforesis.~ La electroforesis en gel permite el
estudio de la wvariacién genética en las poblaciones

naturales.

Las muestras de tejidos de los organismos son
homogeneizadas individualmente a fin de liberar las enzimas
Yy otras proteinas de la célula. El sobrenadante (fracciodn
liguida) del homogeneizado se coleoca en un gel. El gel se
somete luego a una corriente eléctrica continua. Cada
proteina del gel migra en una direccién y a una velocidad
que depende de la carga eléctrica neta de la proteina y del
tamano molecular. Después, el gel se saca del campo

eléctrico y se trata con una sblucidn quimica especifica
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para revelor las posiciones de las enzimas (Ayala y Kiger,

1984) (Fiq. 17);

El el caso de ¥Q, los fragmentos de DNA obtenidos por
enzimas de restriccién pueden ser ordenados de acuerdo a su
tamafo por electroforesis en gel de agarosa. Con el uso de
marcadores de peso molecular se pueden deducir los pesos
molecplares respectivos de los fragmentos obtenidos para un
DNA en particular (Karp, 1987). Asimismo, la electroforesis
es importante en FQ, sobre todo a nivel de estudios
familiares, ya gque permite de acuerdo con el patrén de
manchas obtenidas, identificar culles son los genotipos de
‘los individuos de una muestra, cuantos son homocigeotos,
cudntos son heterocigotos y para qué alelos (Ayala y Kiger,

1984; Curtis, et al., 1988).

Transferencia.- Los fragmentos de DNA en un gel pueden
ser desnaturalizados a cadena sencilla para ser transferidos
a filtros de nylon por la técnica de Southern, sin perder su
posicién original. Una vez unidos al filtro, los fragmentos
de DNA pueden ser analizados mediante una reaccidn de
hibridacidén con 1la sonda de DNA apropiada. La banda
radiocactiva puede visualizarse por medio de una

autoradiografia (Veldzquez y Soberdn, 1986) (Fig. 18).

Hibridacion,- Esta reaccidén se basa en la capacidad de
unién gue tienen las cadenas de DNA complementarias. Una
sonda es un fragmento de DNA de cadena sencilla, marcada con

32P, que se utiliza para detectar secuencias homdlogas en
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una muestra de DNA gendmico. Las sondas gue se usan para
estudiar padecimientos mendelianos representan secuenclas
Gnicas que se presentan una vez en el genoma y que pueden
corresponder al gen de d4nterés, a DNA flanqueador o a
secuencias mads distantes. Estas sondas son invaluables ya
que permiten la deteccién y caracterizacién de una secuancia
de DNA especifica derivada de una pequeila porcién del DNA
(6x10g pb) presente en cada célula somatica (Veldzquez y

Sober6n, 1986).

Las técnicas de transferencia e hibridacidn, estén
estrechamente relacionadas, por lo que su importancia en FQ
se describe conjuntamente. Las dos técnicas se utilizaron a
nivel de la caracterizacién del DNA localizado en el brazo
largo del cromosoma 7, especificamente en el andlisis de los
codsmidos gue se encontraban alrededor del oncogén met. Los
fragmentos de DNA de estos cosmidos (obtenidos por la enzima
de restriccidn Hinf I), se marcaron radiocactivamente, se
introdujeron en un gel de poliacrilamida y se hibridaron,
para finalmente obtener la autorradiografia que mostrd que

las clonas compartian varios fragmentos.

La hibridacidén también fué util en la deteccidén de
islas HTF dentro del DNA de células hibridas hombre/raton y
en el andlisis de distribucidn y expresiétn de mRNA's en

diferentes tejidos (Estivill y williaMSon, 1988).

Clonacién de DNA.- Para que se puedan manipular con
éxlto los genes, se deben lograr cuatro procesos diferentes:

1) el DNA debe poder cortarse en una forma predecible; 2}
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debck ser posible combinar 2 piezas de DNA en una forma
contrélada: 3) es necesario amplificar millones de veces un
segmento aislado de DNA; y, 4) debe cortarse con alguna
forma de identificar el material genético asi clonado. Se
cuenta ya ~con métodos bien calibrados, relativamente
sencillos, que permitirdn, antes de que esta década termine,
clonar los genes de la mayoria de las enzimas humanas, asi

como los de moléculas con estructura conocida.

Una vez cortado el segmento de DNA gue nos interesa con
enzimas de restriccidn, se recombina y pasa a formar parte
de un vector plasmido, término que describe a cualquier
elemento capaz de replicarse autdénomamente en una célula mas
grande tal como la de una bacteria o una céluia en cultivo
procedente de mamiferos. Como ejemplos de vectores plasmidos
se pueden mencionar a los virus bacterianos, a2 los virus de
mamiferos o hien a las particulas responsables de
resistencia mialtiple a antibidticos en bacterias. Una vez
que por medioc de las endonucleasas de restriccién se corta
tantoc el DNA que se desea insertar comc el DNA del vector,
facilmente se lleva cabo la unidn de ambos (Fig. 18). Al
crecerlo en presencia de un medio favorable, el pléismido se
reproduce desproporcicnalmente y, junto con &1, el segmento
de DNA que uno desea reproducir, tal como ocurrid con el gen

de FQ (Karp, 1987; Veldzquez y Soberén, 1986).
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Clonacién de cDNA.- La clonacién de cDNA también posee
gran importancia en el analisis de la estructura del gen y
su expresién. Para clonar el cDNA, el primer paso es aislar
una poblaciétn de mRNA gue se usa como molde para formar un
complemento monocatenarioc de DNA, el cual se convierte en un
estado bicatenario por la accidn de la DNApol (Fig. 20). lLas
poblaciones de mRNA contienen miles de especies diferentes
y. al igual que con experimentos que utilizan fragmentos de
DNA genémico, las clonas se deben muestrear para aislar una
secuencia en particular de una poblacidén heterogenea de

moléculas.

El analisis de los cDNA's en FQ sirvid para diversas
funciones. Por 1lo general es mas facil estudiar una
poblacién de cDNA, que su poblacién correspondiente de mRNA,
de manera que el cDNA se utilizd para conocer el porcentaje
de los mRNA's que los diferentes tipos de tejidos compartian
(pancreas, pulmén, glandulas sudoriparas, etc.) y para saber
el nimero de coplas de mRNA por tipo celular. Ademas, el
cDNA purificado se puede llegar a secuenciar mads facilmente,
lo cual es ura ventaja para determinar la secuencia de

aminodcidos de un polipéptido (Karp, 1987).

Secuenciacién del DNA.- Este procedimiento se inicia
con una poblacién de fragmentos idénticos de DMA. Todas las
moléculas de la poblacién se unen en un extremo comin con
una marca de 32p radioactivo, y la preparacidon se divide en

cuatro muestras que se someten a una serie diferente de
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reacciones quimicas. Una muestra se trata con reactivos que
rompen a - los polinucledtidos de preferencia por 1la
eliminacion de residuos de guanina; otras muestras se tratan

para romper la cadena por medio de eliminacidén de residuos
de adenina o de citosina. No existe un procedimiento para la
timina, por lo tanto, se emplea upn tratamiento especifico
para pirimidina. En este procedimiento de degradacién
limitada, 1los productos de cada mezcla de reaccidbn se
colocan en geles separados de poliacrilamida y se someten a
electroforesis. La secuencia de toda 1la molécula puede
leerse de manera directa a partir de las posiciones de 1las

bandas en sus respectivos geles (Karp, 1987} (Fig. 21).

Finalmente, esta técnica permitid conocer cuil era la

secuencia de bases del gen de FQ.

PCR {Polymerase Chain Reaction).- Muy recientemente se
desarrolld una nueva metodologia que permite amplificar
enzimdticamente la secuencia de DNA de interés en relacidn
al resto de DNA presente en la muestra colectada (Kerem, et
al., 1989 y Riordan, et al., 1989}. Esto permite utilizar
muestras extremadamente pequefias, como serian 50 pl de
sangre o0 25 yul de 1liquido amnibtico. Ademés, reduce
considerablemente el tiempo requerido para obtener
resultados, de wmanera gue para la mayoria de los casos
utilizados, éstos se obtienen en aproximadamente 6 hr

después de colectada la muestra {Karp, 1987).
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Esta técnica sirve para detectar heterocigotos
portadores de FQ pero produce falsos negativos en
aproximadéﬁente 0.5% de 1los casos. Resultados falsos
positivos podrian ocurrir secundariamente a la contaminacién
de la muestra con DNA amplificado previamente (Wilfond y

Fost, 1690).

En general, todas estas técnicas fueron de gran
utilidad en la clonacién del gen de FQ, y ahora, su gran
ventaja es que permiten conocer el estado genético de los
miembros de una familia y realizar diagnésticos prenatales,
aunque su principal aplicacién en la clinica es la deteccidn

de portadores de FQ.

A este nivel de diagndéstico genético, los marcadores
han sido de gran utilidad, ya que tienen una confiabilidad
superior al 99% (Beaudet, et al., 1988). A través de este
tipo de diagndstico genético se ha estudiado al 97% de las
familias con antecedentes de FQ y se determind asi, cudles
de los hijos que no se hallan afectados son portadores
heterocigotos o son homocigotos normales (Estivill y

Williamson, 1988).

Con independencia de estas ventajas para el
diagndstico, el desequilibrio puede utilizarse para detectar
los portadores entre las familias de las que no existe
material genético de un paciente con FQ. Por otra parte, en
determinadas poblaciones, en las gue el desequilibric es muy

intenso, se pueden realizar ya pruebas de exclusién de
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portadores entre la poblacidén general con el empleoc de estos

marcadores (Beaudet, et al., 1988).

Algunos EIM, como la FQ, tienen altas frecuencias en
grupos étnicos especificos, de manera que existen métodos
eficaces para el diagnéstico de heterocigotos pertadores, lo
cual permite identificar a las parejas de riesgo antes de
que hayan tenido un hijo afectado y asi les es posible tomar
decisiones reproductivas mé&s racionales (Beaudet, et al.,

1989a; Pérez-Fernandez, et al., 1990 y Velazquez, 1981).

No obstante, el wvalor de estos avances ha sido
limitado. En primer lugar, un 15% de las familias no se
beneficiaban del diagnéstico prenatal al no ser informativas
para los marcadores; esto es, los marcadores de D&A no eran
ttiles en estas familias (Beaudet, et al., 1988). Por otro
lado ese ligamiento para la FQ no suponia una ventaja para
los propios enfermos de FQ. Por ultimo, la reduccién del
nimero de casos de FQ gracias al diagnéstico prenatal y la
deteccion de portadores se halla casi siempre restringida a
las familias qQue tienen ya un hijo enfermo (Estivill vy

wWilliamson, 1988).

Asi pues, fue necesario aislar el gen que se encuentra
mutade en la FQ para poder hallar nuevas formas

diagndsticas.

Las implicaciones genéticas y clinicas de la clonacién

del gen de FQ son obvias, de inmediato se hizo factible el
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diagnéstico prenatal de FQ y la deteccién de portadores

dentro de las familias afectadas.

Se deberd hacer un estudio de poblaciones para
heterocigotos, ya que existen mds de 2,000,000 de portadores

en Estados Unidos de Norteamérica (Harris y Bobrow, 1989).

En este momento s6lo se ha aceptado una mutacion mayor
que ocurre en el 40% de los cromosomas. El1 poder combinado
de la reaccidn en cadena de polimerasa y los métodos para
deteccién directa, indudablemente mostrarédn, en los prdximos

afios, la naturaleza de otras mutaciones en el gen de FQ.

Para comprender las frecuencias del gen de FQ in vivo
serd fundamental incluir sistemas bioloégicos celu;ares para
expresar el defecto basico, tales como les cultivos de
células epiteliales humanas. Uno de estos sistemas, el
epitelio de los ductos de las glandulas sudoriparas, ha
jugado un papel importante en la clonacién del gen. Las
prioridades inmediatas probablemente son, lograr anticuerpos

monoclonales contra la proteina CFTR y purificarla.

El aislamiento o creacidon de clonas de cDNA para FQ,
permitird demostrar si el efecto electrofisiolégico medido
como una regulacidén anormal en el transporte del ién cloro
en la membrana apical de las células epiteliales de los
ductos de las glandulas sudoriparas de FQ, puede ser
corregido por insercibn de un vector gque expresard la

contraparte normal del gen de FQ en estas células,
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Otro camino potencial y muy interesante para la
investigacién, serd la creacitn de un ratdn transgénico que
porte el gen de FQ mutado (a partir del cruce de especies
homdlogas en el nivel de DNA, pareceria que el ratén tiene
su propia contraparte del gen de FQ) (Harris y Bobrow,
1989). Tal es el poder de la nueva genética cuando se aplica

a la patologia molecular.

Mucho se ha escrito acerca de las posibilidades que se
tienen para curar enfermedades genéticas por medio del
transplante de genes, sin embargo, la terapia de reemplazo
génico es todavia cuestionable. Para que esta terapia se
pueda realizar se requiere de ciertas habilidades, tales

COmo

1. Un abundante abastecimiento del gen normal vy

entender cémo es regulada su expresién génica.

2. Un método eficiente de introduccidn de genes en los
cromosomas de las células, de tal manera que estos se

integren y se expresen de manera normal.

3. Vectores que transporten los genes que van a
sustituir, hasta las células especificas de tejidos
particulares y o&rganos en los cuales el gen funciona

anormalmente.

4. Habilidad para introducir los genes gue se van a
sustituir en proporciones adecuadas para la céluld

(Veldzquez y Soberén, 1986).
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Todo esto debe realizarse in utero o bien durante los
primeros meses de wvida, antes de que el dafio sea

irreparablé .

En la actualidad ninguno de estos aspectos se han
realizado de manera controlada, ya que las técnicas de
transferencia celular alin son primitivas, los vectores
genéticos escasean (la Gnica esperanza 1ia constituyen los
virus) y no se tiene el conocimiento completo de 1la

expresidén y regulacién genética.

La insercidn de un gen normal en un organismo con el
prop&sito de corregir un defecto genético, ha sido efectuada
ya con éxito para restablecer el color normal de ojos en
Drosophila melanogaster mutada y para corregir el enanismo
genético en ratones con niveles reducidos de hormona de
crecimiento. No hay razones para dudar que estos enfoques
resulten igualmente exitosos en el humano (Velazquez ¥y

Sober6n, 1986}.
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M. AVANCES EN ESTUDIOS CLINICOS

En todos los paises se lleva a cabo una dintensa
investigaclén que permitird aclarar el trastorno bésico
responsable de las manifestaciones de 1a FQ y brindar las
respuestas bdsicas que permitan el control de la enfermedad.
El programa de investigacion de 1a FQ incluye los siguientes

puntos:

a

—

Estudio de glé&ndulas exdcrinas.

b

Estudic de cultivos de células humanas.

o

—

Biogquimica del moco.

a

—

Técnicas para el diagnbéstico prenatal,

e) Estudios endocrinolégicos.

£

~

Estudios de nutricidn.

~

q) Inmunologia de la FQ.

h) Estudios histoldgicos pulmonares.

i) Bacteriologia de la eanfermedad pulmonar.
1} Antibioticoterapia.

k) Naturalezas del defecto a nivel del gen.
1) Métodos para la deteccidn de enfermos.

m} Aspectos psicosociales.
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Hasta la actualidad no se ha observado ni ha podido ser
inducida esta enfermedad en animales. Por lo tanto, los
propios pécientes constituyen una parte esencial de la

investigacién (Cortina-Watson, 1989).
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N. IMPORTANCIA DEL ASESORAMIENTO GENETICO

>CaQe destacar que en la FO como una enfermedad
hereditaria y en 1la que se pueden detectar portadores, el
primer nivel de prevencién estd constituide por el
asesoramiento genético (Veldzquez, 1981). El asesoramiento
genético es un proceso de comunicacién relacionado con
problemas humanos que se generan con la ocurrencia de una
enferﬁedad hereditaria en una familia o su riesgo de
recurrencia. Lleva implicita la intervencidn de una o mas
personas debidamente capacitadas para ayudar a la familia o

individuo en los siguientes aspectos:

1. Comprender 1los hechos médicos, inclusive el
diagnéstico, la historia natural de la enfermedad y atencidn

o tratamiento disponible,

2. Entender los mecanismos hereditarios por los que se
produce el padecimiento y el riesgo de recurrencia en

pacientes especificos.

3. Conocer diversas opciones encaminadas a evitar la

recurrencia.

4. Elegir el curse de la accidn que el consultante o
los consultantes consideren apropiados de acuerdo a sus
riesgos y metas familiares, y actuar de acuerdo con esa

decisién.

5. Realizar la mejor adaptacién posible del sujeto

afectado; y determinar los riesgos de recurrencia del
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padecimiento en estudio para el resto de sus familiares

{Guizar-vazquez, 1988; Super, 1887 y Ten Kate, 1989).

Al mismo tiempo que se educa o informa al consultante
sobre estos puntes, se hace lo posible por cambiar
actitudes, comportamiento, esquemas cognoscitives y de
entendimiento intelectual, gue tienen como meta especifica
modificar 1las funclones cognoscitivas y afectivas de la
persona, al grado gque su conducta sea mas “"eficiente” y la

persona se sienta "mucho mejor" (Guizar-Vazquez, 1988}.

£1 asesoramiento genético en familias con problemas de
PQ debe ser impartido por un grupo multidisciplinario, en el
que intervienen profesicnistas de diferentes &reas como:
Genetistas, pediatras, neumblogos, gastroenterdlogos,
nutritlogos, psicélogos, fisioterapistas y trabajadores

sociales (Stewart, 1889).

E1 grupo humano afectade can FQ, tendrd gque
incorporar a su diario vivir la enfermedad, con todas 1las
repercusiones que ellc conlleva en enerqgia, estabilidad

emocional Yy recursos economicos.

Una recomendacidn importante es dar a conocer a 1a
familia que esta entidad es hereditaria y recesiva; se debe
insistiz en que no se puede conecer de antemano ests

situacidn para evitar sentimientos de culpa.

Bs imprescindible insistir en que el riesqgo para los
siguientes embarazos es del 25% (Cortina-Watson, 1989 y

Pérez-Fernandez, et al., 1990).
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Se debhe ‘dar conscjo gendtico a todos los miembros
inmediates de . la familia, ya que puede ser signo de
advertencia con alto indice de sospecha para signos

tempranos de FQ,

El riesgo en primos hermanos para estas enfermedad es de
1:60, si se toma en cuenta que la proporcién de portadores
en la poblacién general es de 1:20: obviamente la

consanguinidad aumenta el riesgo (Cortina-Watson, 1989).
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O. INSTITUCIONES RELACIONADAS CON LA DIFUSION, APOYO,

DIAGNOSTICO Y TRATAMIENTO DE LA FIBROSIS QUISTICA

En 1982, un grupo pequefo de padres, médicos ¥
voluntarios mexicanos, preocupades por el desconocimiento
existente respecto al gran problema que representa la FQ,
unieron sus esfuerzos y decidieron formar una asociacién.
Dicha asociacién nace con un objetivo importante, el de
coadyuvar, con todos los centros de atencidén médica del pais
y la sociedad, en la divulgacién e informacién sobre el

diagnéstico y tratamiento de la FQ.

La Asoclacién Mexicana de Fibrosis Quistica, A.C.
(AMFQ) cuenta con un Consejo Directivo que discute las

actividades hechas y por hacer y presenta un informe anual.

El Programa Médico Cientifico estd avocado al
diagnédstico, tratamiento, prevencién y control de la FQ. Del
programa, depende un comité para investigacién, que se

encarga de analizar proyectos y protocolos.

La AMFQ, es un centro de registro, documentacién e
informacién a nivel nacional, constantemente, recibe
informacién de tode el mundo como miembro de la
International Cystic Fibrosis (Mucoviscidosis) Association,
por medio de un sistema de computacidén, la recopila,
clasifica y la pone a disposicién de todos los médicos y

personas que lo solicitan.

La asociacién cuenta con el equipo adecuado, para

realizar el diagnostico mediante el examen de cloruros en
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sudor, este servicio estd a disposicién de personas e

instituciones que lo solicitan.

Ayuda y orienta a los familiares para la obtencién del
nebulizador, indispensable para su tratamiento de

inhaloterapia.

Este programa médico cientifico, estd formade, por un
equipé multidisciplinario en el gque intervienen médicos de
las siguientes especialidades: Pediatria, Neumologia
Pediétrica, Gastroenterologia Pediatrica, Genética,
Nutricién, Psicologia, Fisioterapia y Trabajo Social, con el
objeto de proporcionar el seguimiento mads adecuado a los

pacientes.

Es funcidén también de este programa, organizar
Congresos, Simposios, Platicas en Hospitales y Cursos
Especiales, de esta manera, ensefia y actualiza a los médicos

y profesionistas similares en todo lo referente a la FQ.

Permanece en continuo contacto con el Sector Salud,
para lograr la formacion de centros en el interior de la

Republica, que atiendan a los pacilentes con FQ.

La AMFQ tiene también, como unc de sus objetivos mas
importantes, la difusién de la enfermedad y por esta razoén
edita folletos dirigidos a médicos, piblico en general y
maestros. Estos folletos involucran aspectos generales de la
enfermedad y su objetivo fundamental es crear conciencié de

que existe la FQ en México, asi como dar a conocer sus
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sintomas, diagnbéstico y pautas en el tratamiento. Con el

mismo propésite, lo hace a través de la comunicacién masiva.

Finalmente, la AMFQ, consciente de la problemética que
envuelve el vivir con FQ, mantiene una labor de relaciones
humanas como apoyc a los pacilentes y sus familias en
aspectos psicolotgicos, educativos y terapetticos (Lezana,

1989).
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P. DISCUSION Y CONCLUSIONES

Como se menciond anteriormente, la FQ es una de las
enfermedades génicas de tipo autosémico recesivo mas
frecuentes, que causa serios problemas e incluso la muerte
en los sujetos afectados, debido al deterioro de 1los
sistemas respiratorio y digestivo principalmente (Cortina-
Watson, 1989). A pesar de esto, la FQ es poco conocida en
Méxrico, lo gue hace urgente el planteamiento de proyectos de
investigacidén que proporcionen datos estadisticos para
conocer la frecuencia de la enfermedad en la poblacidn

mexicana y aclaren el defecto bdsico del padecimiento.

En cuanto a la incidencia, se sabe de acuerdo a
estadisticas en los Estados Unidos de Norteamérica y otros
paises, que 1 de cada 2000 nifies nacen con FQ (Cortina-
Watson, 1989). En realidad en México, la serie de pacientes
analizados, no constituye una muestra representativa de lo
que verdaderamente ocurre, tanto a nivel de frecuencia de la
enfermedad como a nivel del perfil clinico de la FQ, con

respecto a los paises desarrollados.

Las caracteristicas patolégicas y clinicas en general,
ponen de manifiesto que el problema mds importante es que
las glandulas exocrinas producen moco mas espeso y pegajoso,
lo que provoca una serie de complicaciones en los tractos
respiratorio, gastrointestinal y genitourinario, asi como en
las glandulas sudoriparas gue presentan un contenido de'sal

mucho mas elevado que el normal {Cortina-Watson, 1989).
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De acuerdo con esto, un dilagnéstico oportuno es
esencial, ya gque las manifestaciones mas importantes de la
enfermadad- pueden confundirse con numerosas entidades
clinicas como el asma, tosferina, bronquitis, diarreas
crénicas, amibiasis crénica, sindrome de mala absorcidn, etc

(Pérez-Fernandez, et al., 1990).

Existen, como se planted en el inciso I, varias pruebas
para la deteccién de FQ. De todas ellas, la cuantificacién
de electrolitos en sudor constituye una prueba excelente
para el diagnéstico de la enfermedad ya gque proporciona una
confiabilidad del 99% y tiene las wventajas de que los
valores de electrolitos estén elevados (60 mEq/L o mas) en
la mayoria de los pacientes, incluso, desde los primeros
dias de vida, ademds de que es un método facil, no dolorcso,
sin riesgos y que se realiza en muy poco tiempe (Cortina-
Watson, 1989; Gibson y Cooke, 1959). A pesar de ello,
actualmente se ha tenido mucho interés en utilizar, el
método que consiste en determinar, a través de un
radioinmunoensayo, cudles son los niveles de tripsina en
sangre, debido a que no s0lo es un método diagndstico sino
que constituye un tamiz neonatal para la deteccién de FQ en
todos aguellos nifos nacidos vivos en México. Este tamiz es
recomendable por varias razones: por un lado, el pronéstico
del nifio es més alentador si se conoce desde su nacimiento
que padece FQ, ademds de que si se aplica a la mayoria de
los rec¢ién nacidos se puede conocer la incidencia de esta

enfermedad en la poblacién. E1 tamiz también ofrece un
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estudio en poblacidon abierta y el apoyo al diagniOstico de

pacientes con la sintomatologia del padecimiento.

En este sentido, la mediciémn de <tripsina en sangre
ofrece miltiples ventajas sobre cualgquier otra prueba

descrita anteriormente. Algunas de estas ventajas son:

1) Las muestras son inmediatamente colectadas aunque
sea para detectar otro tipo de EIM, lo que implica que no
s6lo puede detectarse FQ, sino otro tipo de enfermedades al

mismo tiempo.

2) La prueba proporciona los resultados anormales
siempre que exista FQ, con una sensibilidad de hasta 96%, va
que se detectan fécilmente los altos niveles de IRT

(Tripsina Inmunoreactiva) en suero.

3) uUna prueba de tripsina <tiene la ventaja de que
refleja Onicamente la produccidén pancrestica, de manera que
el radioinmuncensayo es especifico y sensible para medir
tripsina en suero c en plasma, en términos de
concentraciones inmunologicas y no por su actividad
enzimdtica. Esto confirma la especificidad de la prueba, ya
que la prueba solo funciona para tripsina o su zimdgeno
{tripsinogeno) y no hay peligro de reacciones cruzadas con
otras proteasas en sangre, ademds de que los valores
obtenidos no se ven afectados por la presencia de

inhibidores (Crossley, et al., 197% y Kirby, et al., 1981}).

El alto costo de los reactivos y la accesibilidad al

contador de radiacidn gamma es la principal desventaja de la
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prueba, aunque vale la éena ya que en México no hay un tamiz

de FQ que sea satisfactorio.

Ahora bien, una vez realizado el diagnéstico »de la
enfermedad, se debe dar tratamiento apropiado y oportuno
para prevenir los dainos irreversibles. En si, no existe un
tratamiento especifico de fondo para la FQ, s6lo existen
numerosas medidas terapeidticas que retardan el desarrollo de
la enfermedad y permiten a los pacientes llevar una vida

normal y productiva {Cortina-Watson, 1989).

Los problemas respiratorios pueden aminorarse a través
de la terapia fisica, inhalaciones con aerosol,
administracién de antibidticos y aplicacién de rhDNasa en
aerosol para reducir la viscosidad del esputo,
principalmente. El tratamiento para afecciones digestivas
incluyev el suministro de dietas ricas en calorias vy
proteinas asi como la administracidn de enzimas
pancredticas. Finalmente, para evitar la pérdida masiva de
electrolifcs por sudor se recomienda la administracién
intravenosa de soluci6n salina o la ingestidn directa de la
misma (Cortina-VWatson, 1989; Pérez-Fernandez, et al., 1990 y

Vaughan, et al., 1975).

Respecto a la biologia del defecto bésico, no ha sido
posible determinar con claridad, cudles son las
anormalidades fisjiopatolégicas en FQ. En general, se
encuentran anomalias en las secreciones y defectos del

transporte electrolitico en las gléndulas sudoriparas
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{ductos 'y parte secretora), epitelio de vias aéreas y

pancreas (Boat, et al., 1989).

Para conocer mas a fondo el defecto basico seria
importante realizar experimentos que involucren las
propiedades fisicoquimicas de las secreciones exbcrinas, la
regulacién de la secrecién glandular exdécrina y las

anomalias en el suero.

En cuanto a las propiedades fisicoquimicas de las
secreciones, se debe conocer la composicién bioquimica del
moco, ya que se ha planteado gue el moco obtenido de las
células caliciformes intestinales de pacientes con FQ es mas
rico en glucégeno, pero esto no ha sido confirmado en todos
los pacientes. También se ha propuesto que la hipersecrecion
de calcio por las glandulas mucosas es una de las anomalias
primarias. Como la solubilidad de las glucoproteinas puede
disminuir por un exceso de calcio, esta hipétesis podria ser

plausible (Robbins, et al., 198B).

En la regulacidn de la secrecidn glandular exécrina,
se ha visto que el calcio intracelular y la actividad del
sistema nervioso auctdnomo, entre otros, son factores gue
regulan el proceso secretor. Se ha informado de un aumento
en los niveles intracelulares de calcio en células cbtenidas
de enfermos con FQ, y en base a este dato se propone una
hipédtesis que relaciona las anomalias en el sudor y otras
gléndulas exécrines con una alteracién central de la

homeostasis del calcio (Robbins, et al., 1988).
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Dentro de las anomalias en el suero, se ha informada
del hallazgo de factores séricos gque inhiben la actividad
ciliar in vitro en modelos animales como el epitelio
tragueal de conejo y las branquias de 1la ostra. Mas
recientemente también seihan ailslado estos factores en la
saliva, orina y en el sobrenadante de cultivoes in vitro de
fibroblastos y leucocitos. Comp los métodos utilizados en
estas investigaciones s50n subjetrivos, existe mucho
desacuerdo scbre la wvalidez de los datos obtenidos.
Actualmente se podria definir bipquimicamente a los
inhibidores muccciliares para el postericr rastrec de

heterocigotos (Robbins, et al., 1988).

Genéticamente, la FQ es provocada por un gen autosdmico
recesivo que se localiza en el brazo largo del cromosoma 7,
especificamente en la banda g3l. Este gen codifica para una
proteina de 1480 aa que carece de un residuc de fenilalanina
en la posicidn 508, debido a la mutacidn por delecidtn de 3
pb en el gen (Harris y Bobrow, 1989; Kerem, et al., 1989;

Riorgan, et al., 1989 y Rommens, et al., 1989).

Los nuevos estudios genéticos gque permitieron el
descubrimientoc de este gen no sdlo sirvieron para 1a
clonacién del mismp, actualmente, tienen una gran utilidad
en la practica de diagnosticos prenatales y la deteccidn de
heterocigotos portadores de FQ. En otros paises, estos
portadaores se detectan principalmente por medic de 1las
técnicas de PCR y marcadores genéticos, de manera que, seria

interesante intraducir en México, programas piloto de
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deteccidn de portadores que pongan en practica estas

metodologias (McGourty, 1989; Wilfond y Fost, 1990).

Esto seria util para conocer el nOmerc de portadores
heterocigotos en la poblacidn mexicana y proporcionar un
mejor asesoramiente genético a las parejas que desean tener
mas hijos y que requieren de una mayor informacildén para

tomar decisiones reproductivas (Wilfond y Fost, 1990).

De cualquier manera, seria importante recordarle a la
pareja que el riesgo de tener un behé afectado con FQ, se
incrementa considerablemente después de haber detectado a
ambos padres como portadores y gque es necesario que piensen
en las ventajas que ofrece el diagnéstice prenatal o la

inseminacion artificial (Stewart, 1989 y Ten Kate, 1989).

Finalmente, se discute sobre los factores gue
determinan el prondstico de los individuos con FQ. Algunas
datos obtenidos en centros norteamericanos de FQ sugieren
que la sobrevivencia es mas alta para los pacientes que
viven en el norte que para los que viven en el sur, por el
clima. En promedio, los hombres viven 3 afios més que 1las
mujeres. Micmbros de raza negra que sobreviven a los
primeros aflos de enfermedad, tienen una mejor respuesta a la

misma, que los de raza blanca {(Boat, et al., 1989},

El pronfSstico de la enfermedad ha mejorado notablemente
en los Gltimos afios tanto en la morbilidad como en la

mortalidad debide a los avances en el tratamiento de estos



- 149 -

enfermos. Sin embargo esto es impredecible individualmente

ya que la severidad varia de enfermo a enfermo.

El curso de la enfermedad va a depender bdsicamente del
grado y extensldn de las lesiones en el momento en gue se
elabora el diagnédstico, por lo que de la prontitud del
diagnéstico y de la iniciacién de la terapeutica dependeré

el futuro del paciente.

La mayor parte de los pacientes que se diagnostican
correctamente a edades tempranas de la vida, pueden vivir
hasta la etapa de adultos (Cortina-Watson, 1989) (Fig. 22).
En la actualidad se ha calculado una esperanza de vida media
de 20 a 25 afios. Las razones principales de tan importante
mejoria obedecen a un diagnéstico precoz, la
antibioticoterapla y la medicina preventiva (Estivill y
Williamson, 1988). En México, durante 1985, se informd de un
promedio de sobrevida de 23 afles en mujeres y de 28 en

hombres (Pérez-Ferndndez, et al,, 1990).
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.

Es importante sefalar que, en los paises desarrollados,

la esperanza de vida y sobre todo la calidad de vida de los
pacientes ha mejoradeo notablemente en las ultimas décadas
como consecuencia de un mejor conocimiento de la enfermedad,
de mejores cuidados médicos y de mayor atencién a los

aspectos psicolégicos y sociales.
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