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RESUMEN

Introduccion: Lafibrosis quisticaes laenfermedad letal autosémicarecesivamas frecuente en caucasicos, donde su incidencia
esde 1 en 2000 nacidos vivos. Se debe a mutaciones en el gen CFTR, de las cuales la mas frecuente es la F508del presente en 66%
de los enfermos y en 1 de cada 25 personas sanas de origen caucasico.

Objetivo: Identificar la tasa de portadores de la mutacion F508del en una muestra de estudiantes de la Facultad de Medicina
de la Universidad del Rosario.

Materiales y métodos: Se determind la presencia de la mutacion F508del mediante PCR y analisis de heterodlplex en 110
estudiantes de IV y VII semestre de la Facultad de Medicina.

Resultados: Se obtuvieron 4 heterocigotos para la mutacion F508del, es decir, una frecuencia de portadores de 1 en 27
estudiantes.

Conclusiones: La frecuencia de portadores de esta mutacion en la poblacién analizada es considerable, e indica que hay un
alto nimero de personas en riesgo de heredar la enfermedad y que deben recibir asesoramiento genético. Es necesario aumentar
el tamafio de la muestra para obtener datos representativos de la poblacién colombiana.
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Carrier frequency of F508del mutation of cystic fibrosis in medical students from Universidad del Rosario, Bogota,
Colombia

SUMMARY

Introduction: Cystic fibrosis (CF) isthe most frequent autosomical recessive disorder in Caucasian population with an incidence
of 1in 2000 newborns. The disease is caused by mutations in the cftr gene, but the most common mutation is F508del, which accounts
for 66% of CF chromosomes worldwide and a carrier frequency for Caucasian population of 1 in 25.

Obijective: To determine the carrier frequency of the F508del mutation in 110 unrelated, healthy students from the Facultad de
Medicina, Universidad del Rosario.

Methods: The presence of F508del mutation using PCR and heteroduplex analysis was determined.

Results: Only four heterozygotes for F508del mutation were discovered. Thisrepresentsacarrier frequency of 1in 27 students.

Conclusions: This estimated frequency of F508del carriers is higher than expected, encouraging further screening in normal
control individuals from different regions of Colombia.
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Lafibrosis quistica (FQ) es laenfermedad autosémica
recesiva mas frecuente en la poblacion caucésica, se
caracterizapor unatriada clasica de enfermedad pulmonar
obstructiva crénica, alteracion en la porcién exocrina del
pancreas y elevacion de las pruebas de electrolitos en
sudor. Se debe a mutaciones en el gen CFTR (por las
siglas en inglés regulador de la conductancia transmem-
branal de lafibrosis quistica), localizadoen 7931.2%. Hasta
la fecha se han descrito mas de 1500 mutaciones en este
gen, dentro de las cuales lamés comun a nivel mundial es
la F508del, presente en 66% de quienes sufren esta
entidad>.

Aunque laincidenciavariasegun el origen étnico de la
poblacion, es mas alta en caucésicos, donde oscilade 1 en
800 a 1 en 2,000 nacidos vivos, mientras que para pobla-
ciones negroides o asiaticas estd entre 1/40,000 y 1/
100,000, respectivamente®. En Latinoamérica, los estu-
dios realizados muestran que laincidencia de laFQ oscila
entre 1 en 8,500 para la poblacion de México*y 1 en 3,862
para Cuba®.

Lafrecuenciade lamutacion F508del también presen-
ta variaciones considerables de acuerdo con la poblacion
analizada, desde 27% en Turquia® hasta 87%, en Dina-
marca’. Los estudios en Colombia indican una frecuencia
que oscila entre 39% y 48%?%° con una marcada variacion
segun los departamentos, desde 25% en Bolivar, hasta
66% en Santander®.

En articulos colombianos previos, se ha encontrado
unafrecuenciade portadores sanos de lamutacion F508del
queoscilaentre 1/65y 1/79°1°, cifras que justifican nuevos
estudios poblacionales con un nimero de personas que
sea representativo para el pais.

Laimportancia de identificar los portadores sanos que se
encuentran en riesgo de transmitir la enfermedad, radica en
poder ofrecer un adecuado asesoramiento genético que les
permita optar por opciones reproductivas conducentes a
prevenir la aparicion de nuevos casos o al tratamiento
temprano de los afectados, y se justifica por el alto impacto
econodmico y social que representa para una familia un hijo
con FQ. El costo del tratamiento basico de un nifio con FQ
parael Sistema de Salud, se calculd en Estados Unidos como
$10,000 dolares/afio, suma que asciende a $40,000 dolares,
sisetieneencuentael valor de lasrepetidas hospitalizaciones.
Si se considera que un diagnostico de portadores tiene un
precio que oscila entre $50 y $150 ddlares, es claro el
beneficio que trae identificar estas personas, méas aln si esta
accion primaria repercute en bajar la incidencia de la enfer-
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medad lo que disminuiria hasta en 90% los costos para el
sistema de seguridad social de un paist**2,

El objetivo de este estudio es determinar la frecuencia
de portadores de la mutacién F508del en estudiantes de la
Facultad de Medicina, Universidad del Rosario a quienes
se les brindara el asesoramiento genético indicado.

MATERIALES Y METODOS

Muestras analizadas. La muestra se tomo al azar en
estudiantes de los semestres 1V y VII matriculados en el
I semestre del 2006, en las materias Genética Bésica y
Clinica, respectivamente y pertenecientes ala Facultad de
Medicinade laUniversidad del Rosario. Estos estudiantes
aceptaron en forma voluntaria participar en la investiga-
cion, ydiligenciaron el consentimiento informado respec-
tivo. Se excluyeron quienes tenian antecedentes persona-
les o familiares sugestivos de FQ. Se tom¢ una poblacion
total de 140 estudiantes inscritos en estos semestres y al
considerar como base la frecuencia de portadores descri-
ta para Colombia por Keyeux®, de 1/65 se calcul6 un
tamafo de muestra de 110 personas con el programa
Epilnfo version 6 (intervalo de confianza: 95%).

Métodos. Se obtuvo el ADN por técnicas convencio-
nales. Tanto la cantidad como la calidad del ADN, se
verificaron mediante visualizacion en geles de agarosa al
1.2% tefiidos con bromuro de etidio.

Las muestras de ADN se amplificaron con la reaccion
en cadena de polimerasa (PCR) con primers especificos,
se prepararon mezclas de reaccion (amortiguador de PCR
1X, MgCIzvl.S mM, deoxinucle6tidos trifosfato 0.04 mM,
1U Taq ADN polimerasa, primers0.5pmol/ |y 100ngde
ADN). En cada montaje de PCR se incluyé como control
positivo un ADN heterocigoto para la mutacion F508del.
Los productos de PCR se corrieron en geles de
poliacrilamida al 10% y se visualizaron mediante tincion
con bromuro de etidio, segun las condiciones ya descritas
por Jay et al.1°

Losestudiantes portadores se verificarony se sometie-
ron al andlisis de heteroduplex. La frecuencia de portado-
res se determinG mediante recuento directo y se comparé
con estudios previos de Colombia y de otros paises del
mundo por medio de la prueba exacta de Fisher (p<0.05).

RESULTADOS

Se analizaron 110 estudiantes de IV y VIl semestre de

353



Colombia Médica

Heteroduplex

i
T “S—
-

[
L

Figura 1. Anédlisis de la mutacion F508del mediante
PCR. Carril 1. Marcador de peso molecular (100-
500pb). Carriles 2 y 4. Heterocigotos alelo normal y
mutante con delecion 3pb (bandas de 89 y 92pb).
Carriles 3y 5. Homocigotos para el alelo normal.

laFacultad de Medicina, 71 mujeres (64.5%)y 39 hombres
(35.5%), con edades que oscilaban entre 18 y 25 afios con
un promedio de 21.4 afios, en sumayoria (71%) originarios
de la ciudad de Bogoté y provenientes de estratos socio-
econdmicos alto y medio-alto (93.6%).

En los geles de electroforesis, la presencia de una
banda de 92pb indicaba un homocigoto normal, mientras
que las bandas de 89pb y 92pb correspondian a un
presunto portador de la mutacion F508del (Figura 1).

Las muestras de los portadores se confirmaron con la
técnica de heterodlplex, la cual permite diferenciar las
mutaciones F508del y 1507del, que tienen el mismo peso
molecular por corresponder ambas a una delecion de tres
bases. El fundamento de este analisis es la formacion de
bandas de migracion lenta, producto de interacciones no
covalentes entre hebras de ADN no totalmente comple-
mentarias. La confirmacion de portador para la mutacion
de F508del se realiza ante la presencia de 3 bandas, que
corresponden al alelo normal (92pb), al alelo mutado
(89pb) y al heterodlplex de peso molecular superior al
alelo normal, formado por el apareamiento entre la hebra
normal y lamutante F508del (Figura 2), mientras que si el
paciente es portador de lamutacion 1507del aparecerauna
bandaadicional producto del heterodtplex formado por las
dos hebras mutantes diferentes (F508del e 1507del).
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Figura 2. Analisis de heteroduplex de la mutacion
F508del. Carril 1. Marcador de peso molecular (100-
500pb). Carril 2. Control positivo homocigoto muta-
cién F508del. Carril 3. Heterocigoto +control positivo.
Carril 4. Control sano homocigoto alelo normal. Carril
5. Heterocigoto + control sano. Carril 6. Blanco.

Luego del andlisis de la mutacion F508del se confirmo
el resultado en las 4 personas portadoras, que indica una
frecuencia de 1 en 27 estudiantes.

Se compararon los datos con otros estudios a nivel
nacional®, sin encontrar diferencias estadisticamente
significativas (p>0.05). Al analizar varios informes inter-
nacionales hubo diferencia con las poblaciones de Israel®?,
Indiat4, Uruguay®y judios ashkenazi*® (p<0.05), mientras
que en relacion con los resultados en poblaciones de
Chile'"*8 Argentina®®, Estados Unidos?®, afroamericanos®,
Polonia? y Malasia®, los datos no mostraron diferencias
significativas (p>0.05) (Cuadro 1).

A quienes resultaron portadores de la mutacion se les
dio un asesoramiento genético consistente en explicar la
enfermedad, el riesgo de tener hijos afectados, los estudios
que deben realizar a sus parejas, asi como las opciones
reproductivas indicadas si se tiene en cuenta el caracter
autosémico recesivo de la FQ.

DISCUSION
La FQ es una enfermedad de herencia autosomica

recesiva, con una morbimortalidad alta en todo el mundo;
la mutacion que se le asocia con mas frecuencia en casi
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Cuadro 1
Comparacion con las frecuencias de portadores informadas en otros estudios nacionales e internacionales

Poblacion Frecuencia de portadores Muestra p

Presente estudio 1/27 110

Colombia® 1/65 130 0.4169
Colombia®® 1/79 400 0.1000
Chilet” 1/25 50 1
Chile® 1/40 40 0.5900
Argentinat® 1/52 1000 0,2750
Estados Unidos?° 1/38 2600 0.3300
Afroamericanos?! 1/75 2189 0.0689
Polonia?? 1/46 226 0.3300
Malasia®® 1/50 50 0.5000
Israel® 1/497 497 0.0044
India* 1/238 995 0.0010
Uruguay *° 1/125 500 0.0389
Judios?'® 1/100 110.000 0.0251

todas las poblaciones analizadas, incluyendo a Colombia,
es la F508del, que corresponde a una delecion de tres
pares de bases (CTT) en el exdn 10 de donde resulta la
pérdida de una fenilalanina en la posicion 508 de la
proteinal.

Endiversas poblaciones del mundo se haestablecido la
tasa de portadores de mutaciones causantes de FQ, a fin
de identificar personas y parejas en riesgo de tener hijos
afectados, y con el asesoramiento genético permite dismi-
nuir la aparicion de nuevos casos hasta en 65%?2.

En Colombia, lamutacién F508del es laméas comun en
personas afectadas. Los resultados al analizar un grupo de
estudiantes sanos de 1V y VII semestre de la Facultad,
revelan una frecuencia de portadores de 1 en 27 (3.6%),
e indican que una de cada 729 parejas formadas por estos
estudiantes, muestra un riesgo de 25% de tener hijos con
FQ. Estatasaes muy similar ala descrita parapoblaciones
de origen europeo. Los resultados de portadores para esta
poblacidnestudiantil no presentan diferenciasignificativa
con otros informes colombianos, que han indicado fre-
cuencias de portadores de 1/65 y 1/79°1° (Cuadro 1).

Al comparar los datos obtenidos con los de otros paises
latinoamericanos como Argentinal® y Chile'’8 no se en-
contré una diferencia significativa (Cuadro 1). Estos
paises han tenido una fuerte influencia europea, donde se
presentan las més altas frecuencias de la mutacion estu-
diada; lapoblacion chilena, corresponde a Valparaiso, que
por su condicién de puerto, fue una de las principales
entradas para los colonos europeos, inmigrantes que posi-
blemente introdujeron la mutacion a esta zona de ese

pais'’. En el presente estudio, casi todos los participantes
eran originarios de Bogota (71%), ciudad que ha sido
desde la década de 1950 uno de los principales sitios de
ingreso para los inmigrantes al pais, quienes pueden
proceder de zonas de mayor influencia caucésica. Esto
podriaexplicar larelativaalta frecuencia de portadores de
la mutacion F508del encontrada en el estudio. Sin embar-
go, como lamuestraes significativa slo paralapoblacién
estudiada, estos datos no se pueden extrapolar para la
poblacion bogotana. Con el objeto de confirmar esta
hipotesis, se deben realizar estudios mas grandes que sean
representativos de los habitantes de la ciudad de Bogota.
Al comparar con otras poblaciones como Israel®®, India®,
Uruguay®y judios ashkenazi'® hubo diferencias significa-
tivas, dadas sobre todo por la composicion étnica de cada
poblacion; asi en los israelitas, la mutacion F508del no es
lamas frecuentemente asociada con laenfermedad, lo que
determina que en esta poblacién la frecuencia de portado-
res de la delecion sea muy baja. Respecto a la poblacion
uruguaya, se esperaria una tasa de portadores de F508del
similaralaqueseinformaenestetrabajoyalade lapobla-
cién argentina, por la fuerte influencia europea en ese
pais®.

La mutacion F508del esté presente en 41.3% de los
pacientes colombianos afectados por FQ?, mientras que
el 57% restante tiene mutaciones distintas a esta, por tanto
sisetiene en cuentaque el dato de 3.6% de portadores s6lo
corresponde a lamutacion F508del, este valor representa-
ria apenas 41.3% del nimero total de portadores de FQ.
Si se incluyera el 100% de las mutaciones que causan la
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enfermedad. la frecuencia total de portadores esperada
seria de 8.9%.

Larelativaalta frecuencia de portadores que se encon-
tré en esta muestra pequefia de estudiantes, muy similar a
la informada para caucésicos, donde la incidencia de la
enfermedad es mucho mayor que en otro tipo de poblacio-
nes, justifica més estudios complementarios que sean
representativos de cada una de las regiones geogréficas
de Colombia, y que permitan obtener conclusiones acerca
de la tasa real de portadores para cada poblacion y una
aproximacion para determinar la cifra verdadera en la
poblacion del pais.

Este trabajo fue realizado por estudiantes de IV semes-
tre de la Facultad de Medicina de la Universidad del
Rosario como proyecto de investigacion de la catedra de
Genética Basica.
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