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La fibrosis quistica (FQ), la
enfermedad autosémica
recesiva mas frecuente en
poblaciones caucédsicas, tiene
una incidencia promedio de
1/2.500 recién nacidos. La
frecuencia de portadores de
la principal mutacién, DF508,
es de 1/25 con variaciones
mundiales importantes, al
igual que en la incidencia de
las demas mutaciones, de las
cuales se han informado mas
de 600 hasta el momento. En
Latinoamérica ha sido poco
estudiada hasta el momento,
teniéndose datos acerca de su
incidencia y de la frecuencia
de la mutaciéon DF508 en
pocos paises. Cuba es el pais
con mayor incidencia (1/
3.862), y Argentina el de
mayor frecuencia de la
mutaciéon DF508 (63%).

En Colombia hasta el
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momento no se conocen la
incidencia real de la
enfermedad ni sus
caracteristicas moleculares;
de ahi la importancia de
iniciar estudios moleculares
en pacientes en quienes, a
pesar de su sintomatologia y
examenes paraclinicos, no se
llegé a un diagnéstico
concluyente de fibrosis
quistica.

En este primer informe sobre
pacientes colombianos
identificamos la mutacién
DF508 en 92 pacientes
procedentes de seis regiones
del pais, asi como los
haplotipos asociados con el
gen CFTR. Los resultados
muestran una frecuencia de
DF508 de 48% nacional, con
variaciones regionales que
van de 25% en Bolivar a mas
de 60% en Caldasy
Santander. La variabilidad
regional tanto de los
haplotipos como de la
frecuencia de DF508 es
probablemente el reflejo de la
heterogeneidad étnica de
nuestro pais. La frecuencia
de portadores sanos de la
mutacion DF508 observada
es de 1:65, con una frecuencia
génica de 0,0076.
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Introducciéon

a fibrosis quistica

(FQ) es la enferme-

dad autosomica rece-

siva mas frecuente en

la poblaciéon cauca-

sica, con una incidencia prome-
dio de 1/2.500 recién nacidos.
Las frecuencias de la enferme-
dad y de la mutacién DF508 va-
rian considerablemente en las di-
ferentes poblaciones (1). En
caucasicos europeos se presenta
en uno de cada 1.700 individuos
en el norte de Irlanda, 1/7.700
en Suecia, con frecuencia de por-
tadores de DF508 de 1/20y 1/44
respectivamente. Existe, ademas,
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un gradiente de distribucidon geo-
grafica de la frecuencia de esta
mutacion que va de 26% de los
cromosomas de fibrosis quistica
en Turquia hasta 88% en Dina-
marca (2).

La FQ es mucho menos frecuen-
te en negros norteamericanos, 1/
17.000 (3), y muy rara en orien-
tales y africanos, probablemente
menos de 1/40.000 y 1/100.000,
respectivamente (1,4). Mas aun,
la variacion en las diferentes po-
blaciones no es sdlo en la fre-
cuencia de la mutacion DF508
sino también en la de las otras
mutaciones conocidas.

Los estudios realizados hasta el
momento en Latinoamérica
muestran que en México la inci-
dencia de la enfermedad es de 1/
8.000 0 9.000 recién nacidos (5)
y en Cuba de 1/3.862 (6), pero
se desconce la incidencia de ésta
en la mayoria de los paises de
América Latina, y existen repor-
tes de estudios de la mutacion
DF508 en sélo cinco paises de
esta parte del continente (6-10).
El gen responsable de la FQ se
identific6 y clondé en 1989; se
encuentra localizado en el cro-
mosoma siete en la banda 7q31.2
y el gen codifica para una pro-
teina de membrana denominada
CFTR (Cystic Fibrosis Trans-
membrane Regulator) (11). Mas
de 600 mutaciones han sido iden-
tificadas hasta el momento (12,
13), pero aproximadamente 70%
de los cromosomas con FQ son
portadores de la mutaciéon
DF508, una delecion de 3pb en
el exén 10 del gen que causa la
pérdida de un residuo de fenil-
alanina en la posicién 508 de la
proteina (11, 14, 15).

El gen CFTR se halla ligado a
varios marcadores extragénicos
que fueron descubiertos simul-
tAneamente con él. De éstos, dos
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(KM 19 y XV2¢) resultaron ser
particularmente utiles en estu-
dios poblacionales, ya que son
polimoérficos y definen cuatro
haplotipos posibles. Estos haplo-
tipos (A, B, C y D) se hallan en
fuerte desequilibrio de liga-
miento con mutaciones particu-
lares en las poblaciones estudia-
das (16).

No hay informacidn acerca de la
incidencia real y de las caracte-
risticas moleculares de la FQ en
Colombia. En este informe pre-
sentamos los resultados del es-
tudio piloto, el segundo en ta-
mafo en América Latina, lleva-
do a cabo en una poblacién co-
lombiana de pacientes con diag-
nostico clinico de FQ, con el fin
de determinar la frecuencia de
la mutaciéon DF508. Fueron ana-
lizados 92 pacientes proceden-
tes de varias regiones del pais:
Santa Fe de Bogota, Antioquia,
Bolivar, Caldas, Santander, Va-
lle y otras regiones. En paralelo
se estudiaron 130 controles sa-
nos, sin antecedentes familiares
de FQ ni de enfermedad
pulmonar crénica.

En el mismo estudio fueron de-
terminados los haplotipos aso-
ciados tanto con la mutacion
DF508, como con las otras mu-
taciones en los pacientes negati-
vos para DF508 (heterocigotos
DF508/No-DF508 o No-DF508/
No-DF508), con el fin de orien-
tar el posterior analisis muta-
cional en los cromosomas nega-
tivos para la mutacion DF508.
Ademas del diagndstico molecu-
lar de los pacientes, se ofrecid
asesoria genética a las familias
que participaron en el estudio,
sobre todo en la identificacion
de los familiares portadores de
la mutacién (hermanos y herma-
nas sanos) quienes deberan te-
ner en cuenta este factor de ries-
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go en el momento de decidir su
futuro reproductivo.

Material y métodos
Se analizaron 92 pacientes pro-
venientes de diferentes departa-
mentos del pais, asi: 13 de An-
tioquia, 30 de Santa Fe de Bo-
gota, seis de Bolivar, siete de
Caldas, tres de Santander, 11 del
Valle y seis de regiones varias.
El diagnéstico de FQ fue hecho
por neumdlogos, neumdlogos-
pediatras, gastroenterélogos-pe-
diatras y pediatras. Se baso tan-
to en aspectos clinicos como en
valores de electrolitos en sudor
(Na+y Cl-) superiores a 70 meq/
L. Los datos clinicos incluyeron
edad, peso y talla expresados
como percentiles, edad de apari-
cion de sintomas y edad de diag-
nostico. La insuficiencia pan-
creatica se determind segun el
requerimiento enzimatico. Ade-
mas se valor6 a los pacientes
mediante el puntaje clinico de
Shwachman y radiolégico de
Brasfield (17, 18). Se incluye-
ron en el estudio los familiares
en primer grado (padres y her-
manos) de los pacientes.
Ademas, se analizé un grupo de
130 individuos de 20 a 43 afios
de edad, residentes en Santa Fe
de Bogota, sin historia familiar
ni personal de FQ y sin enfer-
medad respiratoria crénica. Se
obtuvieron muestras de sangre
venosa de todos los individuos,
y el DNA fue extraido de los
leucocitos por el método de
fenol-cloroformo (19), y en al-
gunos casos mediante la técnica
de DTAB-CTAB (20).
La mutacién DF508 y los ha-
plotipos fueron analizados me-
diante la técnica de amplifica-
cidn enzimatica o PCR (Polime-
rase Chain Reaction) (21, 22).
Para la amplificacion de la mu-
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homocigotos para la deleciéon
DF508 presentan un solo frag-
mento de 89 pb, mientras que
los pacientes con FQ hetero-
cigotos que tienen en un
cromosoma la mutaciéon DF508
y en el otro una mutaciéon dife-
rente, no localizada en la por-
cion del exén 10 que se amplifi-
ca, presentan bandas de 92 y 89
pb, correpondientes a los
homoduplex, y un heteroduplex
que migra retardado, producto

} Heteroduplex de una reasociacion ilegitima
— 920b entre los dos fragmentos. Igual-
_sgpg, mente, los individuos sanos por-

tadores de una mutacién DF508

en el estado heterocigoto en uno

solo de los dos cromosomas sie-

Figura 1. Separacicn electroforética de los productos de amplificacion del exon 10 entre los X-primers DFA y DFB. te presentan dos bandas de 92pb

Electroforesis en PAGE de los productos de amplificacion del exén 10 en dos familias. Los productos fueron
sometidos previamente a la formacion de heteroduplex, visibles como dos bandas de mobilidad retardada en los
individuos heterocigotos (carriles 2, 4-7). El carril 7 muestra la formacién artificial de heteroduplex del DNA del
paciente (carril 8) con un DNA control normal. Controles normales (carril 1, 9). Familia 1, carriles: 2-padre, 3-
madre, 4-paciente (heterocigoto DF508 / No-DF508). Familia 2, carriles: 5-padre, 6-madre, 7-heteroduplex
paciente [ normal, 8-paciente (homocigoto DF508). Marcador de peso molecular (carril 10).

y 89pb, correspondientes al gen
normal y al mutante (DF508).
respectivamente, y las bandas de
heteroduplex.

Mutacion | N=152| %
DF508 73 | 480
Otras (No-DF508) 79 | g19

Tabla 1. Frecuencia de la mutacién DF508 en
la poblacién total de pacientes con fibrosis
quistica (23, 24).

tacion DF508, se utilizaron los
oligonucledtidos DFA y DFB se-
gun el método descrito previa-
mente (T. Bienvenu, comunica-
cion personal) y modificaciones
de nuestro laboratorio.

Las muestras amplificadas se co-
locaron a 94°C para la forma-
cién de heteroduplex. La elec-
troforesis se realiz6 en gel dena-
turante de poliacrilamida y los
productos fueron visualizados en
un transiluminador UV. La ho-
mocigosidad para la mutaciéon
DF508 en los pacientes fue con-
firmada por la formacién de
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heteroduplex en presencia de
DNA control normal amplifica-
do, en las mismas condiciones
descritas arriba.

Las comparaciones estadisticas
se realizaron con la prueba de
X’ utilizando la correccién de
Yates para muestras pequeiias.

Resultados
Frecuencia de la mutacion
DF508 en Colombia
El fragmento del exon 10 ampli-
ficado correspondiente al alelo
normal tiene un tamafio de 92
pares de bases (pb), y el del alelo
mutante DF508 con una delecion
de tres pares de bases de 89 pb.
Por lo tanto, los individuos
homocigotos normales y los pa-
cientes con FQ que tienen muta-
ciones diferentes a DF508, pre-
sentan unicamente un fragmen-
to de 92 pb (Figura 1). De la
misma manera, los individuos

En el grupo control sano se en-
contraron dos individuos, de 130
analizados, portadores de la mu-
tacion DF508 en el estado
heterocigoto, que representan
una frecuencia de portadores de
1:65 y una frecuencia génica de
0,0076 para la mutacién DF508
en la poblacion general.

De los 92 pacientes con FQ ana-
lizados, se descartaron 16 en el
calculo de frecuencia de la mu-
tacion DF508 por ser parientes
en primer grado de un individuo
afectado o porque la ausencia de
la mutacién DF508 coincidié con
un diagndstico dudoso de FQ.
La frecuencia de la mutacidn
DF508 en el grupo de pacientes
fue de 48% en todos los cro-
mosomas analizados (73 de 152)
(13, 14) (Tabla 1), con variacio-
nes en los diferentes departamen-
tos y regiones estudiados (An-
tioquia, Santa Fe de Bogota, Bo-
livar, Caldas, Santander, Valle y
otros), con el valor mas bajo
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(25%) en el Departamento de
Bolivary el mas alto (66,6%) en
Santander (Tablas 2 y 3). Se con-
sider6 como otros a un grupo de
pacientes provenientes de varios
departamentos, y de los cuales
no habia sino un individuo afec-
tado.

Los haplotipos de los controles
y pacientes fueron determinados
por el analisis de dos marcado-
res ligados XV2c¢/Taql y KM 19/
PstI (16). La frecuencia del
haplotipo B asociado con la mu-
tacion DF508 en los pacientes
con FQ es de 83,7%, mientras
que este mismo haplotipo se ha-
lla asociado con las otras muta-
ciones en 37.2% de todos nues-
tros pacientes, con diferencias
marcadas entre los departamen-
tos estudiados. Comparativa-
mente, la frecuencia del haplo-
tipo B observada en los cromo-
somas normales de los controles
es de 8,7% (25, en preparacion).

Correlacion clinico-molecular
Algunos estudios en otros pai-
ses seflalan una correlacién
genotipo-fenotipo observada en
pacientes homocigotos DF508,
caracterizada por una mayor se-
veridad de la enfermedad, pre-
sentacion temprana y alteracion
de las funciones pulmonar y
pancreatica (26).

La correlacion entre la clinica y
el genotipo DF508 se pudo eva-
luar solamente en los pacientes
remitidos de la Fundacion de
Fibrosis Quistica de Santa Fe de
Bogota, de los cuales teniamos
la historia clinica completa, lo
que reduce este analisis a 35 pa-
cientes (27). Al correlacionarlos
tres posible genotipos (DF508/
DF508, DF508/No-DF508 y No-
DF508/No-DF508) con todas las
variables clinicas caracteristicas
de la enfermedad, no se encon-
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Departamento “N=152 % Cromosomas % Cromosomas
DF508 No-DF508
FHintioqaia 26 577 = 423
Santa Fede Bogota 60 5.0 = 55,0
Bolivar 12 — 250 = 75,0
Caldas T 643 = 35,7
Santander = ge =
Valle - T - 545
Otros = T g 58,3

Tabla 2. Frecuencia de la mutacidn DF508 por Departamentos en pacientes con fibrosis quistica (23, 24).

Departamento Regiones N=152 %C: ysomas | % C: s
DF508(N) | No-DF508 (N)
Antioquia, Caldas, Quindfo entro-Occidente | 42 61,8(26) 38,1 (16)
Santa Fe de Bogoté, Santander, Boyacd | Centro 68 H5EGD 544(37)
Bolivar, Atléntico, Magdalesa 16 3120 68,5 (16)
Valle, Huils, Narifio 2 2301 STTL5)

Tabla 3. Frecuencia de la mutacion DF508 por regiones en pacientes con fibrosis quistica.

traron diferencias significativas
estadisticamente entre los dife-
rentes genotipos en relacion con
las caracteristicas clinicas estu-
diadas: edad de inicio de sinto-
mas, edad de diagnoéstico, sinto-
mas iniciales, presencia de insu-
ficiencia pancreatica, enferme-
dad pulmonar, presencia de dia-
betes u otras complicaciones se-
veras y valor de electrolitos en
sudor (27), sugiriendo la necesi-
dad de ampliar la muestra para
evaluar este aspecto en nuestra
poblacién.

Discusion
La frecuencia de la mutacidn
DF508 observada en los pa-
cientes colombianos con FQ
(48%) es inferior a la informa-
da en los paises de Europa del
norte, USA y Canadé y similar
a la que presentan los paises de
Europa del sur (28) y América
Latina, a excepcion de Cuba
(34%) (6) y Chile (29,2%) (10)
(Tabla 4).

El analisis de nuestros pacientes
por departamentos, el cual refle-
ja la composicidn étnica del pais,
es interesante pues muestra que,
aunque no se observaron dife-
rencias estadisticamente signifi-
cativas en la frecuencia de la
mutacion DF508 entre Bolivary
Caldas (X' = 2,58, GL = 1 y
p>0,05) y Bolivar y Antioquia
(X’ = 2,33, GL= 1 y p>0,05),
parece evidente que, dado un ma-
yor tamafio de la muestra, podra
observarse una menor frecuen-
cia de esta mutacién en las po-
blaciones de origen africano en
Colombia. Igualmente, al hacer
el analisis estadistico agrupando
los pacientes por regiones (Ta-
bla 3) no se hallaron diferencias
significativas entre ninguna de
ellas, aunque se preserva la ten-
dencia de una menor frecuencia
de mutaciones DF508 en las po-
blaciones costeras del pais.

La similitud con los paises de
Europa del sur es posiblemente
debida a la colonizacidon de Co-
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Pais ~Frecuencia % X2
Israel 315 6,417
26,7 4,628
54,1 1,637
47,7 0,007
51,8 0,574
52,4 0,415
66.5 15,085
55.6 2,564
67,0 15,067
77,0 19,158
L3 50,567
E 56,3 1,593
45,0 0,116
57,1 1,094 -
Checoslovaguia 87.0 11841
Escocia 73,0 23,783
USSR 448 0,172
Holanda = 76,3 25,861
Dinamarca 86,8 79,163
Yugoslavia 49,5 0,894
México 41,0 1,018
Cuba 34,0 - 5981
Chile 278 =
Brasil 47,0 0,037
Hispéanicos USA 457 0,147
Colombia 48,0

Tabla 4. Frecuencia de DF508 en América, Europa y otros
paises. p= probabilidad de X2 para observar igualdad de
grupos. El nivel de significacién de esta prueba fue 2,5%.

Individuos (N) | Frecuencia (%)
DF508/DF508 S 24 39,3
DF508/No-DF508 15 247
No-DF508/No-DF508 | 22 36,0
Total = 61 100,0

Tabla 5. Frecuencias genotipicas en los pacientes
colombianos con fibrosis quistica.
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lombia por inmigrantes de esa
region, principalmente espafio-
les. En lo que se refiere a la
poblacién latinoamericana, ésta
es basicamente mestiza, con un
"pool" genético constituido por
genes de origen amerindio, ne-
gro y caucasico, en diferentes
proporciones en los distintos pai-
ses latinoamericanos y en las di-
versas regiones colombianas, lo
que explica la heterogeneidad
observada, la cual se ve también
influenciada por factores como
los migratorios y la presion de
seleccion, que son diferentes en
las distintas poblaciones.

Con respecto a la distribuciéon
de haplotipos, y aunque ésta sera
objeto de una publicacion poste-
rior (25), existe una clara aso-
ciacién de la mutacion DF508
con el haplotipo B en los distin-
tos departamentos. Esta misma
asociacion es absoluta en Antio-
quia, lo que podria deberse a un
posible efecto fundador.

Por el contrario, en los cromo-
somas FQ con mutaciones dis-
tintas de DF508, se observa una
marcada heterogeneidad haplo-
tipica. Santa Fe de Bogota es la
Unica regiéon que presenta aso-
ciacion con el haplotipo D, sien-
do la poblaciéon mas heterogénea
de todas. Esta situacion podria
explicarse por los diferentes pa-
trones de migracion externa e
interna que se presentan en las
distintas regiones del pais, parti-
cularmente en Santa Fe de Bo-
gota, asi como también por el
diferente aporte genético (genes
de origen amerindio, negro y
caucasico) en las distintas po-
blaciones colombianas.

En consecuencia, al hablar de
los cromosomas FQ asociados
con mutaciones No-DF508 en
los pacientes colombianos, de-
bemos considerarlos como un

grupo heterogéneo. Esta infor-
macién resulta valiosa para el
posterior tamizado mutacional
en estos cromosomas, ya que
orienta la busqueda de un panel
especifico de mutaciones de
acuerdo con los distintos haploti-
pos encontrados.

La identificacién de las otras
mutaciones que estd actualmen-
te en curso para cada una de las
regiones de Colombia, propor-
cionarad una herramienta de gran
utilidad para el diagnéstico
molecular y una asesoria gené-
tica mas acertada en la pobla-
cién colombiana. Como se pue-
de observar en la tabla 5, el por-
centaje de pacientes con geno-
tipo homocigoto DF508/DF508
es de 39,3%. Esto significa que,
aun cuando la frecuencia gene-
ral de esta mutacion es de 48%
en Colombia, actualmente 60.7%
de los pacientes no puede ser
diagnosticado con certeza, debi-
do al desconocimiento que aun
tenemos acerca de cuéles son las
otras mutaciones predominantes
en nuestro pais. La posibilidad
de ofrecer un diagnostico mole-
cular temprano a los pacientes
es, sin duda, una gran ayuda para
el médico tratante, ya que los
valores a veces ambiguos de
electrolitos en sudor, junto con
sintomas y signos clinicos
inespecificos, en especial en gru-
pos heterogéneos, hace que el
diagnostico y el manejo del pa-
ciente sean dificiles. La posibi-
lidad de confirmaciéon de un
genotipo de FQ hace que el ma-
nejo del paciente sea mas opor-
tuno y su calidad de vida mejor,
en la medida en que se dé este
diagnéstico tan pronto como
aparecen los primeros sintomas
compatibles con FQ, y en for-
ma particular en poblaciones de
riesgo.
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La ausencia de una correlaciéon
genotipo-fenotipo, que se obser-
vO en nuestra poblacion, estd en
concordancia con los informes
en poblaciones étnicamente
heterogéneas con una frecuen-
cia baja de la mutacion DF508,
en particular con poblaciones
hispanas (9, 29, 30). Esta corre-
lacion debera ser aumentada con
los nuevos pacientes provenien-
tes de otros departamentos y re-
visada a la luz de las otras muta-
ciones encontradas en los
genotipos DF508/No-DF508 y
No-DF508/No-DF508.

Los datos preliminares de la fre-
cuencia de portadores que he-
mos obtenido en el presente es-
tudio (1:65) en una poblacién de
controles sanos sin ningun ante-
cedente familiar de FQ, indican
que es importante realizar un
tamizaje poblacional a nivel na-
cional y regional, con el fin de
establecer la frecuencia de por-
tadores de DF508 y de las muta-
ciones mas frecuentes en cada
region.

Aunque preliminar, esta infor-
macion es indicativa de una fre-
cuencia relativamente alta de
portadores, y de una incidencia
de la enfermedad mucho mayor
que la sospechada inicialmen-
te. Finalmente, el numero cada
vez mayor de pacientes que es-
tamos diagnosticando median-
te métodos moleculares, confir-
ma que esta enfermedad venia
siendo subdiagnosticada en Co-
lombia.

Summary
Cystic Fibrosis (CF) is the most
frequent autosomal recessive dis-
ease in Caucasians, with a mean
incidence of 1/2.500 newborns.
The carrier frequency of the main
mutation. DF508, is 1/25 and
varies significantly around the
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world, as well as the other more
than 600 mutations so far de-
scribed. CF has been barely stud-
ied in Latin America until now,
and information on its incidence
and frequency of DF508 is avail-
able in a few countries. Cuba has
the highest incidence (1/3.862),
and Argentina the highest fre-
quency of DF508 (63%). No data
are available for the real inci-
dence of the disease and its mo-
lecular characteristics in Colom-
bia; therefore, it proved urgent
to start molecular studies in those
patients in which, despite symp-
toms and paraclinic tests, no cys-
tic fibrosis diagnosis was estab-
lished.

In the present study we report
the identification of the DF508
mutation and the CFTR asso-
ciated haplotypes in 92 Colom-
bian patients from 6 regions of
the country. The results show an
overall frequency of DF508 of
48%, with regional variations
ranging from 25% in Bolivar up
to more than 60% in Caldas and
Santander. The regional varia-
bility of the haplotypes as well
as DF508 frequency probably
reflect the ethnic heterogeneity
of our country. The DF508 mu-
tation has been found in 1/65
healthy carriers, corresponding
to a gene frequency of 0.0076.
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