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RESUMEN

La fibrosis quistica es una enfermedad genética autosOmica recesiva causada por
diferentes mutaciones en el gen CFTR. EIl cual codifica para la proteina CFTR cuya
funcion es formar parte del canal de cloruro esencial para el equilibrio osmético y para la
viscosidad. Esta enfermedad afecta principalmente al aparato respiratorio, digestivo,
reproductor y a las glandulas sudoriparas, y sus principales manifestaciones clinicas son
infeccion pulmonar cronica, elevacion de cloro en el sudor, insuficiencia pancreética e
infertilidad en los varones.

Gracias a los avances en el conocimiento de esta enfermedad, en la actualidad existen
terapias dirigidas a mejorar los defectos proteicos o a corregir las mutaciones subyacentes.
Aunque no se ha encontrado una cura definitiva los avances en las terapias son muy

prometedores para el futuro.

Palabras clave: Fibrosis quistica, gen CFTR, mutaciones genéticas, terapia génica, y
CRISPR-Cas9

ABSTRACT

Cystic fibrosis is an autosomal recessive genetic disease caused by different mutations in
the CFTR gene. Which codes for a CFTR protein whose function is the essential chloride
channel for osmotic balance and viscosity. It mainly affects the respiratory, digestive, and
reproductive systems, and the sweat glands, and its main clinical manifestations are
chronic lung infection, elevated sweat chloride, pancreatic insufficiency, and male
infertility.

Thanks to advances in the knowledge of this disease, there are currently therapies aimed
at improving protein defects or correcting underlying mutations. However, a definitive

cure has not been found but advances in therapies are very promising for the future.
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ABREVIATURAS

ASL.: Liquido de la superficie de las vias respiratorias

ASO: Oligonucledtidos antisentido

CFRD: Diabetes mellitus relacionada con la fibrosis quistica
CFTR: Regulador de la conductancia transmembrana

ENaC: Canal de sodio epitelial sensible a la amilorida ENaC
FQ: Fibrosis quistica

HCOg" : Bicarbonato

HDR: reparacion dirigida por homologia

NBD: Dominio de union nuclear

NER: Escision de nucledtidos

NFkB: Factor nuclear potenciador de las células B activadas
PERT: Terapia de reemplazo de enzimas pancreaticas

PKA: Proteina quinasa A

PTC: Codon de terminacion prematura

R: Dominio regulador

siRNA: RNA interferente pequefio

TIR: Prueba de la tripsina inmunorreactiva

TMD: Dominio transmembrana



INTRODUCCION

La fibrosis quistica (FQ) es un trastorno genético con herencia autosémica recesiva
caracterizado principalmente por obstruccion e infeccidn en las vias respiratorias y por
signos y sintomas del aparato digestivo (Scotet et al., 2020). En los Caucésicos es la
enfermedad genética autosomica recesiva mas comun y con una incidencia bastante
elevada (Dayama et al., 2020) aproximadamente de 1 en 3000 nacimientos (Hangiil et al.,
2019), aunque la incidencia no es uniforme en todo el mundo ya que depende de la
distribucion geogréafica y del origen étnico del individuo. En Europa la incidencia varia
entre un maximo de 1:2000 individuos y un minimo de mas de 1:7000 individuos (Scotet
et al., 2020) (Figura 1).
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Figura 1. Incidencia de la fibrosis quistica en Europa (Scotet et al., 2020).

En las Gltimas décadas el prondstico de los pacientes con fibrosis quistica ha mejorado
notablemente debido al diagndstico precoz, una mejor compresion del curso de la
enfermedad y a los tratamientos médicos. De hecho, en 1950 la esperanza de vida era de
un afo y en la actualidad ha aumentado considerablemente llegando a los 45 afios (Figura
2) (Fielbaum, 2017).
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Figura 2. Mediana de la supervivencia en pacientes con fibrosis quistica (Fielbaum, 2017).

Esta enfermedad estd causada por mutaciones en el gen CFTR, localizado en el
cromosoma 7, que codifica una proteina reguladora de la conductancia transmembrana

(CFTR), un canal de cloruro activado por AMP ciclico (Ortigosa, 2007).

La proteina CFTR se localiza en las membranas apicales y basolaterales de las vias aéreas,

intestino y glandulas exocrinas (Fielbaum, 2017).

Es muy abundante en los ionocitos, que son células columnares no ciliadas que expresan
aproximadamente el 50% de las transcripciones de CFTR en el epitelio superficial de las
vias respiratorias (Miah et al., 2019).

Se han descrito méas de 2000 mutaciones en el gen CFTR, las cuales se clasifican en 7
grupos. Las clases I, 11 y Il ocasionan ausencia total del canal del cloruro, sin embargo,
las clases IV, V y VI producen un fallo parcial de la proteina (Fielbaum, 2017).
Recientemente se ha introducido la clase VII que conduce a la ausencia de RNA maduro

de longitud completa (Moliteo et al., 2022).

El diagnostico de la fibrosis quistica se realiza en los primeros meses/afios de vida y para
ello se ha constatado una gran variedad de manifestaciones clinicas. Aunque las
manifestaciones respiratorias no son muy frecuentes en el periodo neonatal (Fielbaum,
2017).

Primeramente, se observa si hay sintomas de sospecha en el recién nacido y primer afio

de vida como la presentacion de ileo meconial, coloracién amarilla de la piel y/o mucosas
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causadas por un obstaculo que dificulta la llega de la bilis al duodeno (ictericia
colestatica), disminucién del nivel de proteinas séricas por debajo de lo normal, edemas
y lesiones pulmonares (Ortigosa, 2007).

Los aspectos clinicos que se pueden ver en nifios entre 1 y 12 afios son: bronquitis
cronica, inflamacion de la mucosa que recubre los senos paranasales (sinusitis),
neumonias de repeticion: Staphylococcus aureus, Haemophilus influenzae, Pseudomonas
aeruginosa , diarrea cronica con presencia de grasa en las heces, aumento del bicarbonato
en sangre, ileo meconial y colapso completo o parcial del pulmon debido a que los

alveolos se desinflan o se llenan de liquido (atelectasia) (Ortigosa, 2007).

Los adolescentes y adultos suelen padecer bronquitis crénica, colonizacion de
Pseudomonas aeruginosa en los pulmones, eliminacion de sangre por el aparato
respiratorio (hemoptisis), disfuncion del higado, esterilidad masculina con azoospermia
(no hay espermatozoides en el semen que eyacula el hombre) y diabetes mellitus
(Ortigosa, 2007).

Posteriormente se comprueba si hay disfuncion del gen CFTR. Para ello se pueden
realizar varias pruebas: test de sudor, estudio genético o prueba del potencial nasal

diferencial.

El test del sudor es la prueba fundamental de comprobacion diagndstica. Se utiliza la
técnica de Gibson y Cook y para confirmarse se debe obtener dos test del sudor positivos
(Gale et al., 2016).

En esta técnica se mide la concentracién de cloro en el sudor y se obtiene mediante el
método de electroestimulacion con pilocarpina (Gale et al., 2016) que consiste en colocar
en la parte anterior del antebrazo dos electrodos (anodo y catodo) con un disco cada uno
de pilocarpina (Martin de Vicente et al, 2015). Dependiendo de los valores obtenidos se

puede clasificar como:

e <30 mmol/I: Fibrosis quistica muy improbable o descartado
e 30-60 mmol/l: el resultado es dudoso, pero se repite la prueba del test del sudor

e >60 mmol/l se diagnostica fibrosis quistica (Gale et al., 2016).

También se utiliza la prueba de la tripsina inmunorreactiva (TIR) ya que con una gota de
sangre se puede diagnosticar precozmente la enfermedad. Cuando hay niveles elevados

de TIR es posible que el paciente padezca fibrosis quistica provocando una produccién
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anormal de enzimas pancreaticas. Aungue esta prueba presenta baja especificidad, es

decir, puede dar un alto nimero de falsos positivos (Arrudi-Moreno et al., 2021).

Hay dos tipos de FO

Fibrosis quistica tipica o clésica: se caracteriza por obtener un test de sudor positivo
(>60 mmol/l), presentan uno o mas rasgos fenotipicos caracteristicos y dos mutaciones

del gen CFTR. Y pueden tener o no insuficiencia pancreéatica (Aparicio et al., 2015).

Fibrosis quistica atipica: suele ser diagnosticada en pacientes adultos que pueden tener
un test del sudor dudoso, presentan al menos una caracteristica fenotipica de la FQ y en
ellos se detectan 2 mutaciones del gen CFTR. Tienen enfermedad pulmonar leve y

funcién pancreética normal (Aparicio et al., 2015).
OBJETIVOS

El objetivo principal es realizar una revision bibliogréafica sobre la fibrosis quistica con el
fin de:

- Explicar las causas genéticas y moleculares de la enfermedad estudiando las
diferentes mutaciones en el gen CFTR y sus consecuencias fenotipicas.
- Explicar los tratamientos que se llevan a cabo para combatir la enfermedad, ademas

de aportar los posibles tratamientos futuros.
MATERIAL Y METODOS

Para realizar la revision bibliografica se llevo a cabo la bdsqueda tanto en articulos de

revision como de investigacion cientifica en las siguientes bases de datos:

- ScienceDirect (https://www.sciencedirect.com/)
- PubMed (https://pubmed.nchi.nlm.nih.gov/)
- Google Académico (https://scholar.google.es/)

Para citar los articulos y realizar la bibliografia se ha utilizado el estilo bibliogréafico

Harvard.

Palabras clave: Cystic fibrosis, CFTR, genetic mutations, gene therapy, molecular

therapy, incidence, cystic fibrosis incidence, cystic fibrosis epidemiology, clinical
manifestations, modulators cystic fibrosis, CRISPR-Cas9, cystic fibrosis viral therapy y

cystic fibrosis antisense oligonucleotides.


https://www.sciencedirect.com/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/
https://scholar.google.es/

Criterios de exclusion: Estudios publicados muy antiguos, estudios sin validacion

cientifica, resultados que no estén relacionados con el tema y articulos que no estén en

inglés o espafiol.
MANIFESTACIONES CLINICAS

Las principales manifestaciones clinicas son enfermedad pulmonar obstructiva cronica,
insuficiencia pancreéatica exocrina, elevacion de cloro en sudor (conduciendo a una
hidratacion insuficiente lo que dificulta la eliminacion de bacterias) e infertilidad en
varones por azoospermia obstructiva. Aunque algunos pacientes (15% de los
diagnosticados) presentan suficiencia pancreética y en algunos casos niveles normales de

electrolitos en sudor y con afectacion pulmonar leve (Escobar y Sojo, 2016).

La insuficiencia pancreética se debe a que la cantidad de cloro luminal es insuficiente
para el intercambio con bicarbonato. Esto conlleva a la obstruccion de los conductos
pancreaticos y a que disminuya el jugo pancreatico provocando destruccion del tejido
pancredtico. En los pacientes adultos se observa otro rasgo con elevada prevalencia que
es la pérdida de masa Osea (osteopenia y osteoporosis) y puede estar presente en el 75%

de los que presentan la enfermedad (Melo y Fernandez, 2015).

Otra manifestacion clinica con una prevalencia bastante alta es la diabetes mellitus
relacionada con la fibrosis quistica (CFRD), la presentan el 2% de los nifios, el 19% de
los adolescentes y el 40-50% de los adultos. Para detectar la CFRD se realiza la prueba
de tolerancia anormal a la glucosa, aunque normalmente no se detecta antes de la
pubertad. El diagnostico se relaciona con un empeoramiento de la funcién pulmonary un
aumento de la mortalidad. Se caracteriza por una perdida parcial o disfuncién de los
islotes pancreaticos (conduciendo a una deficiencia de la secrecién de insulina),

inflamacidn basal cronica y un aumento del gasto energético (Granados et al., 2019).

También hay otras manifestaciones menos comunes como el sindrome de obstruccién
intestinal distal. Se observa en pacientes mayores de 15 afios y provoca el depdsito de
material fecal en el ileon distal y el colon proximal. Los pacientes presentan dolor
abdominal, nauseas, capacidad limitada para defecar, etc. EsS comuln en pacientes con

genotipos menos graves y enfermedad pulmonar avanzada (Abraham y Taylor, 2017).

Debido a que se altera el transporte ionico, se produce una deshidratacion de liquido en

las vias aéreas y un aumento de la viscosidad de moco. Esto favorece la colonizacion



bacteriana cronica que estd asociada a una respuesta inflamatoria produciendo la
obstruccion del flujo aéreo y conduciendo a la insuficiencia respiratoria e incluso

provocando la muerte (Ruiz, 2016) (Figura 3).
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Figura 3. Evolucion de la enfermedad respiratoria en la fibrosis quistica (Ruiz, 2016).

En las expectoraciones de los pacientes los primeros patdgenos que se aislan son
Staphylococcus aureus y Haemophilus influenzae. Con la edad la bacteria dominante es
Pseudomonas aeruginosa y perdura hasta el final de la vida. También se ha observado un
patdégeno oportunista, Burkholderia cenocepacia, el cual contribuye al deterioro de la
funcion pulmonar. Otros patdgenos que se han observado en los pacientes son
Stenotrophomonas maltophilia, Achromobacter xylosoxidans, micobacterias no

tuberculosas y hongos (Vargas-Roldan et al., 2022).

Pseudomonas aeruginosa puede infectar de forma cronica el pulmon. La prevalencia de
esta bacteria aumenta con la edad, alcanzando en la edad adulta casi el 70%. Burkholderia
cenocepacia produce el sindrome de cepacia (presencia de neumonia necrosante y sepsis).
Los pacientes que desarrollan este sindrome fallecen muy pronto. Ademas, esta bacteria
es altamente transmisible (Vargas-Roldan et al., 2022).

Se ha observado que Pseudomonas aeruginosa y Burkholderia cenocepacia son
resistentes a maultiples farmacos por lo que hace que el manejo de los pacientes que

presentan estos patdgenos sea complicado (Lambiase et al., 2006).

También se ha observado que los pacientes con fibrosis quistica tienen un mayor estrés
oxidativo que los pacientes con otras enfermedades o sujetos sanos. El estres oxidativo
afecta a los componentes estructurales y funcionales de las células a nivel molecular

debido a que hay un exceso de especies reactivas de oxigeno y se reducen las moléculas



antioxidantes. Este desequilibrio redox induce a la inflamacion cronica, contribuyendo al
dafio celular persistente y evita la remodelacién de las vias respiratorias (Moliteo et al.,
2022).

El desequilibro redox produce la alteracion de diversas vias de sefializacion como la via
NFkB (factor nuclear potenciador de las células B activadas) necesaria para la
transcripcion de diversas moléculas proinflamatorias. Y se observa una sobreexpresion
de esta via debido al aumento de produccién de especies reactivas de oxigeno y por la
estimulacion bacteriana en la superficie celular. Ademas, los pacientes con fibrosis
quistica tienen una deficiencia de glutation, el cual representa la primera linea de defensa
del pulmén contra el estrés oxidativo y es fundamental para mantener un buen estado

redox en las células (Moliteo et al., 2022).

Existe una gran variacion en los signos y sintomas entre la edad de inicio y el ritmo
individual de progresién de la enfermedad, ya que esta depende del genotipo del paciente
y del tiempo de evolucidon. Suele manifestarse en los primeros meses de vida con
problemas respiratorios asociados a manifestaciones digestivas (Escobar y Sojo, 2016).
Ademas, hay que tener en cuenta que en cada paciente la gravedad y el ritmo de
progresion de la enfermedad varia considerablemente y estas variaciones también podrian

relacionarse con las diferentes mutaciones del gen CFTR (Fernandez et al., 2010).

GEN CFTR

El gen CFTR fue aislado en 1989, esta ubicado en el brazo largo del cromosoma 7
(7931.2) y tiene un tamafio de 250 kb que comprende 27 exones y 26 intrones que
codifican un ARNm de 6,5 kb, el cual se traduce en una proteina de 1480 aminoacidos.
Forma parte de un canal de cloruro regulado por AMP ciclico el cual activa la proteina
quinasa A (PKA) que a su vez fosforila el dominio regulador (R) y produce la apertura
del canal (Figura 4).
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Figura 4. Localizacion del gen de la fibrosis quistica (Ortigosa, 2007).

La estructura de la proteina CFTR contiene dos dominios transmembrana (TMD1 y
TMD?2), los cuales son hidrofobicos y cada uno esta conectado a un dominio de unién
nuclear (NBD1 y NBD2), que se unen a ATP y una subunidad reguladora R (hidrofila).
TMDL1 estéa conectado a NBD1 y TMD2 esta conectado a NBD2, formando asi los dos
complejos que los une el dominio R. Los TMD forman el canal y los NBD regulan su

apertura y cierre (Ratjen et al., 2015) (Figura 5).

Figura 5. Estructura de la proteina CFTR (modificada de Ratjen et al., 2015).



La funcién de la proteina CFTR esta regulada por la fosforilacion mediada por
fosfoquinasas dependientes de AMPc. Esta fosforilacion se hace en presencia de ATP y
desencadena la apertura del canal y permite la migracion de aproximadamente 10 iones
de cloruro hacia el exterior de la célula en cada minuto. Para que se active el canal de
cloruro se requiere la fosforilacion del dominio “R” mediado por la fosfoquinasa A (Chen

etal., 2021).

La proteina CFTR tiene la funcion del canal de cloruro que es esencial para el equilibrio
osmatico y su viscosidad. Pero no solo tiene esta funcién, sino que también regula otros
canales ionicos como el canal de sodio epitelial sensible a la amilorida (ENaC), el cual
juega un papel esencial en la absorcién de sal. Debido a que en las células epiteliales se
absorben Na® y CI" pero no el agua concurrente por su baja permeabilidad (este
mecanismo es el que evita le perdida de sal en el cuerpo). El canal ENaC dependente del
funcionamiento de CFTR y como esta alterado sucede lo siguiente: la bomba de Na*/K*
ATPasa bombea el Na* intracelular hacia fuera de la célula (al fluido intersticial). Este
gradiente eléctrico favorece la absorcion de CI a través de CFTR y se produce la
despolarizacion potencial de la membrana apical, eliminando la fuerza impulsora
eléctrica y evitando la difusion pasiva de Na*. Por lo tanto, el Na* y el Cl"se retienen en
la luz y el sudor final excretado contiene concentraciones mas altas de ellos (>60 mmol/I).

Lo cual es una caracteristica diagnostica de la fibrosis quistica (Hanssens et al., 2021).

También regula el transporte de bicarbonato (HCO3), este tiene un papel clave en la
homeostasis del pH del liquido de la superficie de las vias respiratorias (ASL), y por lo
tanto en el sistema de inmunidad innato y la viscosidad del moco. Ademas, es esencial
para inhibir el crecimiento bacteriano, la colonizacion de las vias respiratorias y la
formacion de biopeliculas. En la fibrosis quistica estos mecanismos estan alterados por la
disminucion del pH de ASL (Hanssens et al., 2021).

La proteina quinasa A fosforila el dominio R para que comience la activacion del canal
de cloruro de CFTR. Cuando el dominio R esta completamente fosforilado, se produce la
unién e hidrolisis de ATP por NBD1 que ademas de producir la apertura del canal también
se consigue la union de ATP a NBD2. De esta forma se consigue una estabilizacion del
canal abierto. Cuando el dominio R es desfosforilado por las fosfatasas, el canal se cierra
(Vankeerberghen et al., 2002) (Figura 6).
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Figura 6. Activacién de canales CFTR (Vankeerberghen et al., 2002).

Para que se produzca la activacion de los canales CFTR la proteina tiene que ser madura
y debe ser procesada. Para ello primero se produce el transporte cotraduccional a través
del translocén Sec 61, el polipéptido CFTR se integra en la membrana del reticulo
endoplasmatico y se N-glucosila. De esta forma el peso molecular de la proteina aumenta
de 130 a 150 kDa. Con la ayuda de moléculas como la calnexinay la Hsp70 (chaperonas),
se pliega y asi es resistente a las proteasas y puede transportarse al aparato de Golgi. Aqui
se modifican ain mas los grupos de glucosilacion y se forma una proteina madura de 170
kDa, la cual sera transportada a la membrana celular de las células donde podréa funcionar
como una proteina reguladora de la conductancia transmembrana (Vankeerberghen et al.,
2002).

No obstante, este proceso de plegado es muy poco eficiente y solo el 25% de los productos
de la traduccién alcanzan el plegamiento correcto y pueden abandonar el reticulo
endoplasmatico, el resto se degradan en una via dependiente de ubiquitina por el complejo

citosolico proteasoma 26S (Vankeerberghen et al., 2002).

Las proteinas CFTR defectuosas (debido a mutaciones genéticas) no pueden realizar un
transporte efectivo a la membrana celular ya que el reticulo endoplasmatico no puede
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procesarlas adecuadamente. Pero si que hay algunas proteinas CFTR mutadas que
alcanzan la membrana celular, aunque al ser disfuncionales no pueden llevar a cabo el
transporte de iones de cloruro, lo que conduce a la acumulacién de iones de cloruro y
moléculas de agua que se asocian en las células epiteliales y se produce una falta de

hidratacién de la mucosidad y de las secreciones extracelulares (Chen et al., 2021).

TIPOS DE MUTACIONES

Las mutaciones en el gen CFTR se han dividido en 7 grupos dependiendo de su gravedad
ya que pueden reducir el nimero de canales, la funcion o ambos. Sin embargo, se ha
observado que muchas mutaciones en el gen exhiben méas de una caracteristica (Ratjen et
al., 2015).

- Clase I: Se produce un defecto en la sintesis que provoca una perdida total o parcial
de la produccion de una proteina funcional. Se puede deber a inserciones, deleciones
(provocando un cambio en el marco de lectura) y codones de terminacién prematura.
Debido a que el transporte de cloruro se hace imposible, aumenta la viscosidad de las
secreciones y esto produce la obstruccion de los conductos de distintos drganos.
Ejemplos: Gly542X y Trp1282X

- Clase I1: Debido a un defecto en el plegamiento de la proteina se produce un defecto
en el procesamiento de esta. Por ello es sometida a una degradacién en el reticulo
endoplasmatico, interrumpiendo su localizacion normal en la membrana plasmatica.
Estas mutaciones son las mas comunes debido a la eliminacion de la fenilalanina en
la posicion 508 (F508del).

Ejemplos: Phe508del, Asn1303Lys y Ala561Glu

- Clase IlI: Es causada por mutaciones sin sentido y se produce un defecto en la
apertura del canal.

Ejemplos: Gly551Asp, Ser549Arg y Gly349Asp

- Clase IV: Ciertas mutaciones sin sentido disminuyen la conductancia del canal y se
produce un defecto en el transporte de los iones.
Ejemplos: Arg117His, Arg334Trp y Ala455Glu

- Clase V: Disminucion en la sintesis proteica debido a empalme aberrante que reduce
o0 elimina ARNm estable o cambios puntuales en la region promotora del gen.
Ejemplos: Ala455Glu
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- Clase VI: Mutaciones que reducen la estabilidad proteica, aumentando su endocitosis
o reduciendo su entorno en la superficie celular, y producen una vida media reducida
(Ratjen et al., 2015).

Ejemplos: ¢.120del23

- Clase VII: Estas mutaciones han sido introducidas recientemente. Interfieren con el
empalme del ARNm, lo que conduce a la ausencia de un ARN maduro de longitud
completa (Moliteo et al., 2022) (Figura 7).

Ejemplos: 1717-1G>A

Wild-type CFTR

Class | Class I Class 1l Class IV ClassV Class VI Class VI

No protein No traffic Impaired Decreased Less protein Less stable
gating conductance

Gly542X, Phe508del, Gly551Asp, Arg117His, Ala455Glu, . 120del23,
Trp1282X Asn1303Lys, Ser549Arg, Arg334Trp, 3272-26A-G, rPhe508del
Ala561Glu Gly1349Asp Ala455Glu 3849+10 kg C—T

Correct
splicing

No mRNA

CFTR defect

dele2,3(21 kb),
1717-1G—A

Mutation
examples

Promote Unrescuable

stability

Restore channel
activity

Restore channel
activity

Corrective Rescue synthesis Rescue traffic

therapy

Figura 7. Representacién de los tipos de mutaciones (De Boeck, 2020).

Las clases I, I y III son conocidas como “mutaciones con minima funcién” ya que
presentan escasa o nula funcién del gen CFTR y por lo tanto una enfermedad mas grave.
En cambio, las mutaciones IV, V' y VI presentan un debut més tardio de la enfermedad y
se relacionan con un fenotipo mas leve, estas son conocidas como “mutaciones con
funcién residual”. Ademas, la mediana de edad estimada de supervivencia de los
portadores de al menos una mutacion leve suele ser diez afios mayor que la de los

pacientes con mutaciones graves (Wang et al., 2010).

Se realiz6 un estudio observando a pacientes con diferentes mutaciones, y en concreto se
vieron grandes diferencias entre los que presentaban mutaciones de las Clase I, 1 o 11y
los que presentaban mutaciones de la clase IV o V. Porque los que presentaban una

mutacion de clase IV o V tenian valores mas bajos de cloruro en el sudor, menos
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insuficiencia pancreatica, disminucion mas lenta de la funcion pulmonar, menos
infecciones cronicas por Pseudomonas aeruginosa y por lo tanto necesitaban una menor

carga de tratamiento (Dewulf et al., 2015).

La mutacion més comun es la delecion de la fenilalanina en la posicion 508, ya que
representa mas o menos el 70% de los alelos CFTR mutantes presentes en el mundo. F508
se encuentra en el primer dominio de unién a nucleétidos (NBD1) de CFTR y promueve
el paso inicial en el desarrollo de hNBD1 produciendo un intermediario parcialmente

desplegado que esta destinado a la degradacion (Wang et al., 2010).

Ademas, las manifestaciones y la progresion de la fibrosis quistica estan influencias por
modificadores de genes no CFTR y factores ambientales. Multiples genes conducen a un
mayor riesgo del ileo meconial en el recién nacido, esto influye en un dafio pulmonar mas
temprano y la adquisicion de infecciones (por ejemplo, de Pseudomonas aeruginosa a

una edad mas temprana) (Andrade y Pizarro, 2022).

TERAPIAS

Anteriormente, el tratamiento de la fibrosis quistica se centraba en aliviar los sintomas
asociados con la enfermedad. Actualmente, gracias a los avances obtenidos en el estudio
y conocimiento de la enfermedad, el objetivo principal es corregir el defecto basico que
la subyace (Lee et al., 2021).

Existen tres vias de actuacion para tratar la enfermedad: mejora sintomaética, terapia

molecular y terapia genética.

En cuanto a la mejora sintomatica se utilizan antibidticos, esteroides y antiinflamatorios
no esteroideos, enzimas pancreaticas, antioxidantes, diluyentes de moco, soluciones

salinas hipertdnicas, etc.

Para controlar las infecciones pulmonares se recomiendan antibioticos Se han obtenido
beneficios a largo plazo en adolescentes inhalando trobamicina ya que mejoro la funcion
pulmonar y se redujo la densidad de unidades formadoras de colonias de Pseudomonas
aeruginosa (Musgo, 2002). Los esteroides se utilizan para controlar la inflamacion de las
vias respiratorias y para la insuficiencia pancreatica se realiza una terapia de reemplazo
de enzimas pancreaticas (PERT). También se recomienda una nutricion adecuada y
prevenir la deshidratacion (Rafeeq y Murad, 2017).
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En el caso de la insuficiencia pancreatica es muy importante el diagnostico precoz para
comenzar cuanto antes la terapia de reemplazo de enzimas pancreéticas. La dosis de
PERT debe ser individualizada dependiendo del peso y los sintomas gastrointestinales

del paciente.

Para ello se trata con capsulas PERT que contienen extracto pancreético, es decir, lipasa,
proteasa y amilasa, para reemplazar las enzimas endogenas que faltan. Con esto se
consigue mejorar los sintomas gastrointestinales y disminuir la grasa fecal (Freswick y
Mascarenhas, 2022).

La inflamacion es necesaria tratarla ya que juega un papel muy importante en la infeccion
y obstruccion bronquial. Para ello se utilizan los esteroides, aunque no hay
recomendaciones generales de cuando empezar el tratamiento antiinflamatorio pero lo
que es evidente es que debe comenzar en una edad temprana. Se utilizan dos tipos de
esteroides, los corticoesteroides o sustancias no esteroideas y antiproteasas o
antioxidantes. El ibuprofeno es el farmaco no esteroideo mas utilizado en la fibrosis
quistica ya que es capaz de inhibir la migracién de los neutréfilos. Porque a pesar de que
estos ayudan a controlar la inflamacion, en exceso son perjudiciales (Konstan, 1998).

Terapia molecular

En esta terapia se emplean moléculas pequefias (moduladores) dirigidas a la mayoria de
las mutaciones que causan esta enfermedad y proceden a mejorar la expresién o funcion
de CFTR mutado (Andrade y Pizarro, 2022).

Los potenciadores y correctores estan clinicamente disponibles, mientras que el
desarrollo de las otras categorias de moléculas esta en proceso como los amplificadores,
estabilizadores y los agentes de lectura. Para la clase Il y 1V son altamente eficaces los
potenciadores ya que mejoran o restauran la actividad de los canales i6nicos, ya que en
estas clases el defecto principal es la desregulacion de estos canales. Los correctores se
dirigen a las mutaciones de la clase 11 ya que ayudan al plegamiento de la proteina, como
la mutacion F508del. Los agentes de lectura suprimen los codones de terminacién
prematura y por ello estan dirigidos a las mutaciones de clase 1 y los amplificadores

aumentan la produccion de proteina CFTR. Por ultimo, los estabilizadores mejoran la
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longevidad de la proteina madura en la membrana celular (Jia y Taylor-Cousar, 2022)
(Tabla 1).

Tabla 1. Clases de mutacion CFTR, ejemplos y farmacoterapias potenciales (Jia y Taylor-Cousar, 2022).

I = = === == 2 == ==

Defecto Sintesis de proteinas  Trafico de compuerta de conductanciadel  Sintesis reducida de Estabilidad de la proteina de la
proteinas canal canal proteinas membrana plasméatica

Ejemplo de G542X F508del G551D R117H 3272-26A—G C. 120del123

mutacién

enfoque de la Lectura completa, corrector potenciador potenciador Amplificador Estabilizador

terapia terapia génica

Medicamentos Ninguno Elx/tez/iva iva iva Ninguno Ninguno

disponibles Tez/iva
Lum/iva

Hay cinco tipos de moduladores: correctores, potenciadores, estabilizadores, agentes de
lectura y amplificadores.

- Correctores:
Su objetivo es subsanar el procesamiento del CFTR defectuoso, estabilizando la
proteina mal plegada e impidiendo su posterior degradacion para que se pueda liberar
en la membrana plasmatica. Actlan como chaperonas (acompafiantes), que
contribuyen en el transporte interno de la proteina y la hacen llegar a la membrana
(Lee etal., 2021).
Ejemplos:

e Lumacaftor (VX-809). Modula la conformacion de la proteina CFTR,

mejorando el plegamiento, ensamblaje, estabilidad y transporte de la proteina
a la superficie celular.
En un estudio realizado con pacientes homocigotos para la mutacion
Phe508del que se expusieron a este corrector, mostraron un mejor transporte
de cloruro a través de la membrana en las células epiteliales bronquiales
humanas (Guevara y McColley, 2017).

e Tezacaftor (VX-661): Presenta similitudes quimicas con Lumacaftor y
también mejora el trafico de la proteina CFTR a la superficie celular (Jia 'y
Taylor-Cousar, 2022).

o Elexacaftor (\VVX-445): Esta disefiado para restaurar la funcion de la proteina
Phe508del CFTR cuando se administra con Tezacaftor e Ivacaftor (Keating
etal., 2018).
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- Potenciadores:
Se unen al dominio NBD del canal CFTR, aumentando el flujo de iones ya que
facilitan su apertura (Lee et al., 2021). Se dirigen a las mutaciones de clase I11'y IV
e lvacaftor (VX-770). Fue el primer modulador aprobado para el uso en

pacientes con fibrosis quistica (Andrade y Pizarro, 2022). Este potenciador
aumenta la probabilidad de apertura del canal CFTR activado.
En estudios realizados con lvacaftor se ha observado como disminuyen las
cantidades de cloro en el test del sudor y consigue una actividad del 35-40%
de la funcion normal (Cérdova y Pizarro, 2021).
Este potenciador fue aprobado para pacientes mayores de 6 afios portadores
de la mutacion G551D. Esta mutacién hace que la proteina CFTR sea
defectuosa por lo que no responde al canal ATP-dependiente. Entonces
Ivacaftor supera este bloqueo activando CFTR mediante la apertura del canal
independiente de ATP. Mejora la funcion pulmonar, sintomas respiratorios,
exacerbaciones pulmonares y ganancia de peso (Flume et al., 2012).
Flume y colaboradores realizaron un estudio doble ciego y aleatorizado, la
mitad de los pacientes recibieron Ivacaftor 150 mg/2 veces al dia y el otro
grupo recibio placebo. Estos tratamientos duraron 48 semanas y los
resultados mostraron un incremento en el volumen espiratorio forzado en un
segundo (FEV1) en los pacientes que recibieron el tratamiento con lvacaftor
(Flume et al., 2012) (Figura 8).
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Figura 8. Efectos de Ivacaftor y el tratamiento con placebo respecto al FEV1 (Flume et al., 2012).
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- Estabilizadores:

Promueve la maduracion de CFTR y ayuda a la estabilidad de la proteina en la
membrana plasmatica (Lee et al., 2021). Ejemplo:

e Cavosonstat: Reduce la concentracion de cloro en pacientes homocigotos

con la mutacion F508del. Pero cuando se combindé con

Lumacaftor/lvacaftor no se demostré ningun beneficio adicional en la

funcion pulmonar (Andrade y Pizarro, 2022).

- Agentes de lectura:

Estan dirigidos a mutaciones de la clase 1. Aumentan el nivel de proteina al reducir
la afinidad del ribosoma por el coddn de terminacion prematura (PTC) ya que los
codones de terminacion prematura pueden pasarse por alto y producir una proteina
extendida.
e Ataluren: Farmaco disefiado para que los ribosomas sean menos sensibles
a los codones de terminacion prematura (PTC) ya que evita la
identificacion del codon y por lo tanto la proteina puede seguir su sintesis
evitando que se produzca una proteina corta y no funcionante (Rafeeq y
Murad, 2017). Por otra parte, Ataluren no altera los niveles del ARN
mensajero ya que no tiene efectos ni en la transcripcién ni en la estabilidad
del ARNm (Michorowska, 2021).

- Amplificadores:

Incrementan la cantidad de produccién .de CFTR (Lee et al., 2021). Ejemplo:

e Nesolicaftor: Se realizd6 un estudio en presencia 0 ausencia de este
amplificador con la combinacion de Elexacaftor/Tezacaftor/lIvacaftor en
células primarias del epitelio bronquial humano homocigotas para
F508del. Los resultados obtenidos fueron un mejoramiento en las células
primarias del epitelio bronquial humano en presencia de Nesolicaftor
(Bengtson et al., 2022).
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Moduladores de combinacién doble:

Administrando la combinacién de Lumacaftor-lvacaftor (Orkambi):
Lumacaftor actia moviendo la proteina defectuosa a su ubicacion correcta
e lvacaftor modifica el tiempo de apertura de la puerta de cloruro,
mejorando la conductancia de los iones de cloruro (Rafeeqy Murad, 2017)
(Figura 9). Con este tratamiento se observd una mejora en la funcién
pulmonar ya que los pacientes obtuvieron un aumento de FEV1 y
disminuyeron las exacerbaciones pulmonares (Guevara y McColley,
2017).

Chloride o°%°° 0
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F508del G551D
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Figura 9. Representacion de la accion de Lumacaftor e Ivacfator (Rafeeq y Murad,
2017).

Combinacién dual de Tezacaftor-Ivacaftor: Tezacaftor es un corrector que
se une a TMD1 (primer dominio transmembrana) y actla aumentando la
cantidad de proteina CFTR en la superficie celular e lvacaftor aumenta el
tiempo de apertura del canal de cloruro. En un estudio en personas
homocigotas F508del se administré 100 mg de Tezacaftor una vez al dia
y 150 mg de lvacaftor dos veces al dia, en los resultados se obtuvo un

aumentd FEV1 y se redujo la tasa de exacerbaciones pulmonares, y en
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personas heterocigotas para F508del también mejoré el FEV1 (Jia y
Taylor-Cousar, 2022).

Estas combinaciones de correctores-pontenciadores confirman la eficacia
de un enfoque terapeutico de mdaltiples farmacos para la disfuncién de
CFTR (principalmente para la mutacion F508del) (Rafeeq y Murad,
2017).

- Moduladores de combinacion triple:

Elexacaftor-Tezacaftor-lIvacaftor: Es la primera combinacion triple. En un
ensayo clinico participaron pacientes con uno o dos alelos de Phe508del, y se
les administr6 100 mg de Elexacaftor, 50 mg de Tezacaftor y 75 mg de
Ivacaftor. El efecto de estos tres farmacos aumenta la cantidad y la funcién
de F508del-CFTR en la superficie celular. Esta terapia demostro su eficacia
ya que en los pacientes aumenté significativamente el porcentaje de FEV1y

mejoro el cloruro en el sudor (Keating et al., 2018).

- Otros compuestos que presentan actividad correctora/modificadora

4PBA: En pacientes con mutacion F580del mejora el transporte de cloruro in
vitro.

VRT-532: Corrige la irregularidad estructural de CFTR y aumenta la
expresion y estabilidad de la proteina en pacientes que portan mutaciones
F508del y G551D.

N6022: Este compuesto disminuye la inflamacion y aumenta la cantidad de
CFTR en el epitelio.

QBW251.: es un potenciador de la dindmica del canal (mecanismo similar a
Ivacaftor), aumenta la apertura del canal y se espera que no afecte la
estabilidad de la membrana de CFTR (Rafeeq y Murad, 2017).

En el primer estudio que se realizé en humanos aleatorizado, doble ciego,
controlado con placebo, de multiples partes y de escala de una dosis o de dos
dosis durante 14 dias en pacientes sanos 0 pacientes con mutaciones de la
clase I, IV o F508del (clase Il) se observd que en los pacientes con

mutaciones de clase Il y IV mejord el FEV1. Sin embargo, en los pacientes
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homocigotos con mutacion F508del no demostro eficacia. Esto sugiere que al
igual que ocurre con Ivacaftor (potenciador) requiere una terapia combinada

con un corrector (Kazani et al., 2021).

Terapia genética

La terapia génica ofrece un enfoque esperanzador para el tratamiento de enfermedades

genéticas ya que ofrece una cura potencialmente permanente. Hay varias terapias:

CRISPR-Cas9, oligonucleottidos antisentido, moléculas de RNA pequefio interferente,

vectores virales (adenovirus) y vectores no virales (nanoparticulas sintéticas)

CRISPR-Cas9

Es una herramienta cuyo objetivo es el silenciamiento de la expresion de un gen. En
esta terapia se crea un ARN guia, el cual se disefia complementariamente a la
secuencia especifica del genoma que se quiere modificar (protoespaciador) y se
utiliza la proteina Cas 9. Este ARN guia dirige a la proteina Cas 9 a la region que ha
de cortar y crea una rotura de doble cadena y se pueda producir la recombinacion

homologa usando el ARN guia (Castillo et al., 2020).

En un estudio realizado con esta terapia se ha observado que la mutacion F508del se
puede reparar en organoides intestinales derivados de pacientes con FQ. En los
organoides intestinales el transporte de fluidos a la luz depende totalmente de la
actividad del canal CFTR, estimulado por el aumento de AMPc inducido por
forskolina (compuesto quimico que facilita la broncodilatacion, disminucion de las
vias respiratorias y aumento del volumen espiratorio). Se consiguid la reparacion de
CFTR mediante recombinacion homologa por CRISPR-Cas9 exhibiendo a las lineas
organoides a la forskolina, y como era de esperar los clones no reparados no
respondieron a la forskolina (Geurts et al., 2021).

Oligonucleétidos antisentido (ASQO)

Los ASO son una cadena de nucleétidos que tienen una secuencia de bases
complementaria a un ARN mensajero. Formando un heterodiplex DNA-RNA sobre
el que actuara una RNasaH1 que conducira a la degradacion de la molécula diana
(Kole et al., 2012).
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Esta técnica se utiliz6 para una mutacion sin sentido: CFTR-Trp1282X (mutacion de
clase 1), es la sexta mutacion mas comun en la FQ. Las mutaciones sin sentido causan
la reduccion de las proteinas funcionales debido a la terminacion prematura de la
traduccion y la degradacion del ARN mensajero.

Esta mutacion se encuentra en el exon 23 de CFTR y la proteina CFTR-Trp1282X se
expresa a un nivel muy bajo debido a la descomposicién del ARNm ya que se
introduce codones de terminacion prematura (PTC).

Se realiz6 un tratamiento en células epiteliales bronquiales humanas y para ello se
utilizod una cola de dos oligonucledtidos antisentido dirigidos al lugar de empalme,
induciendo la expresion de ARNm de CFTR sin el exdn 23 que contiene el codon de
terminacion prematura. Saltan el exén 23 (consiguiendo una omision correcta),
produciendo un aumento de la proteina CFTR, por otro lado, los oligonucledtidos

antisentido aumentan la corriente de cloruro mediada por CFTR (Kim et al., 2022).

Por otra parte, se estan estudiando ASO para silenciar la cadena o de ENaC (debido
a que los pacientes con FQ lo tienen desregulado) y con ello mejorar la funcion

pulmonar y la actividad del canal de sodio (Shei et al., 2018).

RNA interferente pequefio (SIRNA)
Los siRNA se producen a partir de precursores de RNA de doble cadena. Los siRNA

se incorporan a un complejo denominado siRISC y se separan dos cadenas sencillas,
y una de ellas es la cadena guia que se mantiene asociada al complejo y sirve para
identificar el ARNm con la secuencia complementaria, esto produce el corte de ese

ARNmM y su posterior degradacion (Lopez et al., 2007).

En la fibrosis quistica el ENaC no funciona correctamente por lo que hay un aumento
de la absorcion de Na* y de la absorcion de agua en las células epiteliales de las
superficies respiratorias (Hanssens et al, 2021). Los siRNA pueden inhibir ENaC y
ser una terapia futura para corregir la deshidratacion del liquido de las superficies
respiratorias y para mejorar el transporte mucociliar. Hay varios genes que modulan
la actividad de ENaC, en particular DGK1. Se ha observado que la inhibicion de este

gen resultd en una actividad reducida de ENaC (Shei et al., 2018).
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Vectores virales

A los vectores recombinantes virales se les extrae el ADN y se sustituye por el nuevo
ADN terapéutico. Entonces el vector viral servira como vehiculo para insertar el
ADN en la célula diana.

En un estudio se administrd6 un vector adenoviral que contenia el ADN
complementario de CFTR normal en 4 dosis de forma creciente. En los resultados
este vector se detectd en el liquido nasal mediante PCR, por lo que hubo evidencia
de transferencia de genes. Sin embargo, no se restauro el transporte de cloruro ni de
sodio y en las dosis més altas algunos pacientes sufrieron inflamacion de la mucosa
(Knowles et al., 1995).

Vectores no virales

Piotrowski-Daspit y colaboradores hicieron un estudio mediante nanoparticulas de
PNA (formadas por un esqueleto peptidico). Las estructuras de PNA pueden iniciar
una respuesta endégena de reparacion de ADN mediada por vias de reparacion por
escision de nucledtidos (NER) y de reparacion dirigida por homologia (HDR).
Cuando se introduce el PNA con el ADN “donante” monocatenario que contiene la
modificacion de secuencia deseada se produce una modificacion del sitio del genoma
especifica.

Se utilizaron ratones con mutacion F508del. Las moléculas disefiadas de PNA se
unian cerca de la mutacion con tramos de homopurina/homopirimidina y en los

resultados se obtuvo la correccion de esta mutacion (Piotrowski-Daspit et al., 2022).

Otro agente no viral que esta en ensayo en fase I11b es PGM169/GL67A en pacientes
mayores de 12 afios. Este vector no viral son lipidos que dependen de la endocitosis
para atravesar la membrana celular en la superficie celular y permite la transferencia
del gen CFTR. Presenta una mejora en la funcion pulmonar pero la respuesta es muy
variada. Ademas, los niveles de expresion de CFTR y los marcadores inflamatorios

mostraron resultados no significativos (Rafeeq y Murad, 2017).
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CONCLUSIONES

La fibrosis quistica es la enfermedad genética recesiva mas comun en los Caucasicos.
Aunque en las Gltimas décadas ha mejorado mucho su pronostico debido a un diagnostico
precoz y el mejoramiento de los tratamientos. Hay diferentes manifestaciones clinicas

que nos alertan sobre esta enfermedad.

Se caracteriza por las diferentes mutaciones en el gen CFTR y estas se clasifican
dependiendo de la disfuncion de la proteina CFTR. Debido a ello hay una alteracién de
los iones que consiste en la disminucion de cloro y bicarbonato y un aumento en sodio.
La mutacion mas frecuente es F508del (clase I1), que produce un defecto del plegamiento

de la proteina.

Hay varios tipos de terapias para tratar la enfermedad, que son la mejora sintomatica, la
terapia molecular y la terapia génica. El avance terapéutico con los modulares muestra
como actuando sobre la mutacion de la proteina CFTR se puede cambiar el curso de la
enfermedad, y ya hay varios moduladores clinicamente disponibles como lvacaftor y
otros que estan en proceso para su posterior aplicacion. Por otra parte, la terapia génica
esta teniendo mucho auge debido a que ofrece un enfoque esperanzador de una cura

potencialmente permanente.

Se estan probando varias técnicas como la CRISPR-Cas9 en la que se han obtenido
resultados Optimos. También hay otras técnicas muy importantes como los

oligonucleotidos antisentido, sSiRNA, vectores virales y vectores no virales.

La terapia genética tiene como objetivo ofrecer tratamiento efectivo para todos los

pacientes con fibrosis quistica, independientemente del defecto genético subyacente.

Los recientes avances cientificos en identificacion de mutaciones, asi como la aplicacién

de terapias estan resultado esperanzadores para los pacientes con fibrosis quistica.
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