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Cystic Fibrosis (CF) is the most common lethal genetic autosomic disease in Caucasians, The
disease expresses itself in airway and other epithelial cells as a defective chloride jon absorp-
tion and secretion. At least, an abnormal cAMP-dependent regulation of an apically located
chloride channel has been proposed as the underlying molecular defect. The gene responsible
for CF has been identified and predicted to encode a membrane protein termed cystic
fibrosis transmembrane conductance regulator (CFTR). The functional role of the predicted
protein remains unclear, although strong evidence suggest that it is directly or indirectly
involved in regulation of the apical chloride permeability in epithelial cells. This review
discusses the fundamental issues currently being investigated in CF.

INTRODUCCION

La Fibrosis Quistica (IFQ) constituye la
patologia genética letal mas coman entre la
poblacién de origen caucdsico, con una in-
cidencia de 1 caso por cada 2.000 nacidos
vivos en EE.UU. y 1 caso en 4.500 en Chile.

Este cuadro fue descrito como una enti-
dad clinica independiente en 1938 (Ander-
sen, 1938) y se caracteriza por un conjunto
de manifestaciones multisistémicas que
afectan en forma heterogénea a las glindu-
las exocrinas y epitelios secretores y reab-
sortivos en general.

El compromiso de los epitelios mucosos,
que secretan grandes cantidades de glico-
proteinas, es el que origina las complicacio-
nes mdas graves en la FQ. En las glindulas
tabulo-acinares del pdncreas, el aumento
en la viscosidad de las secreciones determi-
na la obstruccion ductal y secundariamente
atrofia de las células acinares. En las vias
respiratorias, la disfuncién en el transporte
de electrolitos conduce a la produccion de
una secrecion espesa. La mejor fluidez de
la capa de mucus altera el mecanismo de
barrido mucociliar originando obstruccio-
nes e infecciones secundarias. En las
glandulas sudorfparas se ha demostrado que
los ductos reabsorben menos sal desde las
secreciones de los ductos espirales, lo que

produce un sudor con un elevado con-
tenido de electrolitos (Na* y CI), carac-
ter{stica que constituye la base para el
diagn6stico de laboratorio (Gibson y Cooke,
1959).

En busca de las bases fisiologicas de la
enfermedad

Las primeras evidencias de que la alteracion
bésica de la enfermedad residia en altera-
ciones relacionadas con el transporte de
iones, provinieron de estudios (Knowles,
et al., 1981), en los que se encontrd que la
diferencia de potencial transepitelial en las
vias respiratorias estaba aumentada en
pacientes con FQ. Un avance importante
hacia la determinacién de las bases mo-
leculares de la enfermedad la proporciona-
ron los trabajos de Quinton (1983) en
ductos de glandulas sudorfparas perfundi-
dos. Quinton encontré que perfundiendo
los ductos con NaCl 150 mM simétrico, el
potencial a través de la membrana apical
era muy negativo (—77 mV) en la cara
luminal en células con FQ comparado con
el de células normales (-7 mV). Por otra
parte, al perfundir los ductos en Na, SO,
el potencial apical se hacfa igualmente ne-
gativo en las glandulas control como en las
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FQ. Posteriormente, Widdicombe et al
(1985) observaron una disminucion de la
permeabilidad de la membrana apical al CI”
en monocapas de células en cultivo de epi-
telio traqueal provenientes de pacientes
con FQ.

Estos resultados fueron atribuidos a una
impermeabilidad al Cl” y no a un aumento
a la permeabilidad al Nd', como se habia
sugerido previamente,

El desarrollo de métodos electrofisiolo-
gicos que permiten el registro de las co-
rrientes a través de los canales individuales
tales como la técnica de “patch-clamp’ o
registro de zona (Hamill ef al., 1981) y la
reconstitucién de canales en bicapas lipfdi-
cas planas (Miller et al., 1976), produjo un
gran impulso en la investigacion de los
mecanismos de transporte i6nico en células
epiteliales. Estos estudios han demostrado
que en los epitelios secretores existe una se-
gregaciobn de canales, transportadores y
bombas i6nicas entre las membranas apical
y basolateral.

El modelo, actualmente aceptado para
el transporte de cloruro en las células de
epitelios secretores como el respiratorio, es
el siguiente: el Cl- ingresa a través de la
membrana basolateral via cotransporta-
dores electroneutros junto a Na" y K* (Na*/
K*/2CI"). Estos cotransportadores utilizan
la energfa de la gradiente electroquimica
del Na" para acumular CI” por sobre su po-
tencial de equilibrio. Posteriormente, el
CI" abandona pasivamente la célula a través
de Canales selectivos a Cl™ localizados en la
membrana apical (Fig. 1). La gradiente de
Na" que impulsa la acumulaciéon de CI” es
mantenida por la actividad de bombas de
Na* (Na* — K* — ATPasas) ubicadasen la
membrana basolateral. La membrana baso-
lateral contiene, ademds, canales selectivos
a K*, activados por Ca'? que reciclan este
ion.

Canales de CI de la membrana apical de
epitelios secretores

La identificacién y caracterizacion de los
canales de Cl- de las membranas apicales
ha sido posible gracias a diversas técnicas
como estudios electrofisiol6gicos en epite-
lios montados en cdmaras de Ussing
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Fig. I: la figura 1 muestra un modelo que describe di-
ferentes sistemas de transporte presentes en células
epiteliales secretoras. En la membrana basolateral se en-
cuentran cotransportadores de Cl'/Na*/K*, bombas
de Na*—K*' y canales selectivos a K', activados por
Ca’*. En la membrana apical se encuentran canales
selectivos a CI". El CI" entra a la célula por los cotrans-
portadores acumulindose en el interior. La bomba de
Na* —K* mantiene la gradiente electroquimica de estos
iones, expulsando Na* y reacumulando K*. Cuando los
canales de Cl- son activados por la accion de hormonas
o neurotransmisores, el Cl- sale por ellos, haciéndose
el lumen electronegativo respecto de la célula y el espacio
intersticial. Al mismo tiempo se activan canales de K* ba-
solaterales. Esto hace que los iones Na* difundan por
la via paracelular a través de las uniones estrechas al
lumen. El resultado neto es el transporte transcelular
de NaCl y agua,

(Boucher et al., 1981), medicién de flujos
isotopicos en células epiteliales en cultivo
(Wolff et al, 1989) y recientemente el
uso de la técnica de “‘patch-clamp”, que ha
permitido examinar directamente las co-
rrientes a través de canales individuales en
cultivos primarios de epitelios secretores
como trdquea y pdncreas (Shoemaker et al.,
1986; Welsh, 1986; Maruyama y Petersen,
1982).

Welsh (1986) y Shoemaker et al. (1986)
han demostrado la presencia de un canal
aniénico fuertemente rectificante en solu-
ciones simétricas de C1”y poco dependiente
del potencial eléctrico (Figs. 2A y 2B), con
una conductancia de 50 pS a 0 mV. Este
canal se activa con potenciales despolari-
zantes y tiene una selectividad anidnica
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Figura 2A: Registro de la corriente obtenido con la técnica del “patch-clamp” a través de un
canal de Cl- de epitelio traqueal humano. El trazo superior muestra que el canal no se activa a
potenciales hiperpolarizantes (—~60 mV). A potenciales despolarizantes ¢+ 60 mV), el canal se
activa luego de algunos minutos. Fl trazo inferior muestra que una vez activado el canal puede
permanecer en este estado alin a potenciales hiperpolarizantes. (Tomado de Schoumacher et al.,
1987, con autorizacidn).

Figura 2B: Relacién corriente-potencial caracteristica de un canal apical de 50 pS de conduc-
tancia, de epitelio traqueal humano. Los datos fueron obtenidos en un parche de membrana in-
vertido (“‘inside-out™), en solucién de NaCl 140 mM simétrico. Se puede observar que la rela-
cion es curvilinea, de modo que las corrientes hacia adentro (flujo de C1- desde el citoplasma
hacia el exterior) son mds pequefias que las corrientes hacia afuera a los mismos valores absolu-
tos de potencial.
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cuya secuencia es SCN™> I-> ClI- = Br™>
F-. Este canal es bloqueado por andlogos
de dcidos carboxflicos como 4cido antra-
ceno-9-carboxflico (9-AC) y difenilamino-
2-carboxilato (DPC).

En estudios previos, en parches de mem-
brana que habfan sido retirados de la célula
(“excised-patch’) se observaba frecuente-
mente que los canales permanecfan inactivos
hasta que la membrana se despolarizaba a
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potenciales entre +80y +140 mV (Li et al.,
1988). En contraste, cuando se hacian re-
gistros de corrientes totales de Cl- en la
célula completa (‘‘whole-cell currents’’), la
despolarizacién no parecia activar canales
de Cl-. Por el contrario, la cinética en esta-
do estable y no estable indica que la co-
rriente de Cl-fluye por canales que se abren
por hiperpolarizacion y se cierran por des-
polarizacion.

Respecto de la regulacion del canal de
Cl-, existen diversas evidencias que su acti-
vacién en estos epitelios se realiza a través
de una regulacién B-adrenérgica. En estu-
dios hechos en epitelios intactos y en culti-
vos de glandula sudoripara se demostr6 que
agonistas B-adrenérgicos como el isoprote-
renol aumentaban la conductancia al CI-
(Sato y Sato, 1984). Posteriormente,
Widdicombe (1986) encontré una altera-
cion en la respuesta -adrenérgica en células
en cultivo de epitelio respiratorio con FQ.
Estos hallazgos han sido corroborados con
la técnica de “patch-clamp’ en la configu-
racion ligado a célula (“‘cell-atached”),
demostrandose que las catecolaminas acti-
van canales de Cl~ de la membrana apical
(Frizzell et al., 1986).

La presencia de regulacion g-adrenérgica
implica que en la membrana basolateral
existen receptores a los que se ligan cateco-
laminas o agonistas de ellas. El ligamen del
neurotransmisor induce la interaccién del
receptor con una protefna G que activa una
adenilato ciclasa. Esta enzima cataliza la
formacion de adenosin monofosfato ciclico
(cAMP), nucledtido que actia como mensa-
jero intracelular secundario. En diversas cé-
lulas los efectos biologicos del cAMP re-
sultan de la activacién por este nucle6tido
de una protefna quinasa A (PQA).

Alteracion de los canales de Cl~ en la
fibrosis quistica

Las mediciones del flujo conductivo de sali-
da de Cl-usando 3¢ Cl- en células de epite-
lio respiratorio en cultivo de lineas norma-
les y con FQ mostraron que el aumento ya
sea con dibutiril-cAMP (db-cAMP) o toxina
del colera no estimulaba el flujo de salida
de Cl-. Estos resultados indican una altera-
ci6én en un sitio distal a la generacion de
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Fig. 3: Curso temporal de la salida de **Cl~ en células
epiteliales en cultivo, en un medio con gluconato en
ausencia de cloruro y en presencia de db-cAMP. La Figura
3A muestra la salida de *¢Cl-~ en células normales y la 3B,
la salida de % Cl- en células FQ. Puede apreciarse que el
db-cAMP estimula la salida de Cl~en las normales pero no
en las FQ. (Tomado de Wolff et al., 1989, con autori-
zacioén).

¢AMP en la cascada de reacciones que
conducen a la activacién de los canales de
Cl™ en las células con FQ (Wolff et al,
1989).

Cuando se estudiaron los canales de Cl-
en células de vias respiratorias en cultivo
primario (Frizzell et al., 1986) con la téc-
nica del ‘“patch-clamp” se observd que en
la configuracién de registro en la célula
(“cell-attached”), agonistas B-adrenérgicos
estimulaban la actividad de canales de Cl1-
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en células normales, pero no en las FQ. El
mismo resultado se obtenia si se agregaba al
medio db-cAMP.

En estudios posteriores realizados por los
grupos de Frizzell (Shoumacher et al,
1987) y Welsh (Li et al., 1988) se localizé
el defecto en la membrana apical, expo-
niendo la superficie citoplasmética de par-
ches de membrana retirados de la célula a la
subunidad catalitica de la PQA. La activa-
¢ién por la subunidad catalitica se observd
en parches de células epiteliales normales
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pero no en aquellos provenientes de células
FQ, a pesar de que se demostr6 la presen-
cia de canales de Cl~ en tales parches por
activacién con potenciales despolarizantes.
(Fig. 4). Estos estudios demostraron que
la alteracién en las células FQ es distal ala
inducién de la activacion de la PQA por el
cAMP. Es probable que el mismo canal de
Cl~ o una proteina reguladora asociada a
éste deba ser fosforilada para activar el
canal. En el caso de las células FQ esta
protefna podria estar alterada.
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Fig. 4: Accién de la subunidad catalitica de la PQA en la activacién de canales de C1~ en un

parche de membrana de epitelio respiratorio.

Figura 44: Curso temporal de la activacién de un canal de Cl- de epitelio normal. El canal
permanece cerrado a potenciales hiperpolarizantes (~50 mV), pero se activa al agregar la sub-
unidad catalitica de la PQA, en presencia de ATP 0.1 mM y cAMP 10 uM.

Figura 4B: En esta figura se muestra cémo un canal de Cl- epitelial con FQ, no es posible acti-
varlo al agregar la subunidad catalitica de la PQA. La presencia del canal en el parche se com-
probé activindolo a potenciales despolarizantes (+80 mV). (Tomado de Schoumacher et al.,

1987, con autorizacién).
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Se ha demostrado que la protefna qui-
nasa C (PQC) también puede regular la
actividad de canales i6nicos en diversas
células, como, por ejemplo, musculo liso
vascular (Saigusa y Kokubun, 1988). En
estudios realizados en epitelios de vias
respiratorias se ha observado que la PQC
actia de una manera compleja sobre la
secreciéon del Cl-en epitelios de vias respi-
ratorias, ya sea estimulando o inhibiendo
segin el estado fisiol6gico de las células
(Hwang et al, 1989; Li et al, 1989).
Experimentos realizados utilizando la téc-
nica de ‘“patch-clamp’’ en parches de mem-
brana aislados muestran un efecto dual de
la PQC: a concentraciones bajas de Ca'?
(10 nM) en presencia de ATP, fosfatidilse-
rina y dioctanoil glicerol, un éster de for-
bol, activa canales de Cl-que alternan entre
estados abierto y cerrado. En contraste, a
concentraciones de Ca'? elevadas(> 10 uM),
la PQC inactiva canales de Cl™ e incluso
previene su activacion por la despolariza-
cion de la membrana (Li et al., 1989).

En el caso de las células con FQ los ca-
nales de Cl™ no pueden ser activados por
PQC ni PQA a bajas concentraciones de
Ca?,

Estos hallazgos sugieren que ambas enzi-
mas, PQA y PQC, regulan la activacion de
los canales de Cl-en el mismo sitio de fos-
forilaci6én. De acuerdo a un modelo presen-
tado por Li et al. (1989), el Ca*?, a concen-
traciones altas, podria afectar la conforma-
cion de la proteina-canal generando sitios
accesibles a la PQC y cuya fosforilacion
induce la inactivaciéon del canal. Otra posi-
bilidad es que estos efectos sean causados
por isoenzimas que fosforilan dos sitios
diferentes, siendo la inactivante dependien-

te de Ca'? y la activante independiente
de este ion.

Otros estudios realizados en células
transformadas de pancreas humano, deriva-
das de una paciente con FQ, demuestran
también la existencia de un canal ani6nico,
pero que se activa normalmente en respues-
ta a cambios en la tension de la membrana
(“stretch-activated’”) (Eguiguren et al,
1990) y que podria corresponder al canal
responsable de las corrientes osm6ticamen-
te inducidas en epitelio respiratorio (Welsh,
1989).
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En busca de las bases genéticas de la
enfermedad

Desde comienzos de la década de los
ochenta se inicia la basqueda sistemdtica
del gen responsable de la FQ, abocdndose a
esta tarea un nimero importante de labora-
torios. Como resultado de extensos andlisis
poblacionales es posible demostrar la hip6-
tesis que la FQ se debe a una mutacion o
mutaciones en un gen unico (Danks et al,
1984; Romeo et al., 1985). Prontamente
fue posible demostrar un ligamiento entre
FQ y un marcador, entonces no asignado,
PON, el determinante genético para la
actividad de la paraoxonasa sérica (Eidberg
et al,, 1985).

Con el uso de marcadores del DNA defi-
nidos y mediante RFLPs (restriction
fragment length polymorphisms) (Botstein
et al., 1980) se descubri6 un ligamiento
entre FQ y D7S15, un marcador de DNA
aleatoriamente aislado (Tsui et al., 1985).
Un paso fundamental fue dado al localizar
este marcador del DNA al cromosoma 7
(Knowlton et al., 1985). El establecimiento
definitivo del gen de la FQ en el brazo q,
banda 31, del cromosoma 7 qued6 demos-
trado por el andlisis de ligamiento de varios
marcadores previamente conocidos y asig-
nados a este cromosoma (White ef al., 1985;
Wainwright er al., 1985; Buchwald et al,
1986).

La identificacién de marcadores flan-
queadores intimamente ligados al gen FQ
(MET y D7S8) hizo posible el uso de no-
vedosas técnicas de clonamiento para
identificar al gen de la FQ. En un esfuerzo
colaborativo los grupos de Tsui, Collins y
Riordan identifican el gen de la FQ (Rior-
dan et al.,, 1989; Kerem et al, 1989;
Rommens et al.,, 1989). El gen comprende
250.000 pares de bases y aproximadamente
el 70% de los casos de FQ se debe a una
mutacidon que consiste en la deleciébn de
tres nucle6tidos que codifican para una
fenilalanina en la posicion 508 (F508)
(Riordan et al, 1989). El 30% de los
casos restantes se debe a lo menos a 35
mutaciones diferentes, que incluyen, entre
otras, la introduccidon de un codon de ter-
minacion en el exon 13 del gen en la posi-
cion 821 de la secuencia aminoacidica, lo
cual predice un producto severamente
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truncado y no funcional (White et al,
1990).

Con el clonamiento del gen fue posible
predecir la estructura de la proteina codifi-
cada, denominada CFTR (Cystic Fibrosis
Transmembrane Conductance Regulator), y
cuya secuencia consta de 1.480 aminod4ci-
dos con una masa molecular de aproxima-
damente 168.000 daltons. La caracteristica
fundamental de la protefna putativa es la
presencia de dos segmentos repetidos, cada
uno de los cuales contiene dominios capa-
ces de atravesar la membrana varias veces
y secuencias de consenso capaces de ligar
ATP (NBF) (Fig. 5). Estas caracteristicas
son similares a la P-glicoproteina respon-
sable de la resistencia a drogas (multidrug
resistance protein, MDR), con la cual el
CFTR posee una homologia de un 60%. Es-
tas caracterfsticas sugicren que el CFTR
puede estar involucrado en el transporte
de moléculas (iones) a través de la membra-
na y podrfa ser miembro de la superfamilia
de protefnas de transporte que ligan ATP
(Hyde et al., 1990).

Fig. 5: Modelo esquemitico del producto del gen de la
FQ basado en el andlisis de su secuencia. TM; y TM;, co-
rresponden a los segmentos de transmembrana, NBF, y
NBF, a los dominios que unen nucleétidos y R al domi-
nio Gnico que posee los sitios de fosforilacion. La muta-
cién F508, responsable del 68% de los casos, ocurre en el
dominio NBF,. Las mutaciones que afectan los segmentos
de transmembrana han sido descritas en el segmento TM; .

A pesar de los enormes avances en la
biologfa molecular del gen, la identifica-
cibn del producto del CFTR ha sido hasta
hoy esquiva. Tampoco ha sido facil demos-
trar la funcioén de la proteina codificada por
el CFTR, aun cuando los resultados indican
que muy probablemente estd involucrada
en el transporte de iones a través de la
membrana plasmatica.
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Perspectivas terapéuticas.

La sobrevida de los pacientes afectados
por la FQ ha aumentado en forma impor-
tante, debido especialmente a los adelan-
tos experimentados en el desarrollo de
nuevos antibi6ticos y a las técnicas gene-
rales de soporte.

Las perspectivas terapéuticas especificas
futuras estdn basadas en la posibilidad de rea-
lizar maniobras de reemplazo o complemen-
tacidon genética en estos pacientes. Algunos
reportes preliminares indican la factibilidad
de expresar el CFTR en sistemas bacteria-
nos e infectar mediante part{culas retrovira-
les células epiteliales defectuosas, corrigién-
dose el defecto (Drumm et al, 1990;
Gregory et al., 1990). Tal aproximacién no
s6lo es factible para la FQ, sino que para
otras enfermedades genéticas. Aunque pro-
misorios, estos estudios preliminares requie-
ren de avances en el entendimiento de la
funcién del CFTR y de la tecnologia aso-
ciada para la transferencia genética a escala
terapéutica.
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