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FRECUENCIA DE LA MUTACION G542X EN UNA MUESTRA DE
PACIENTES MEXICANOS CON FIBROSIS QUISTICA.

Maria Teresa Villarreal, Margarita Chavez, José Luis Lezana, Alessandra Carnevale y
Lorena Orozco. Laboratorio de Biologia Molecular, Departamento de Investigacién
en Genética Humana, Instituto Nacional de Pediatria. Secretaria de Salud. Asociacion
Mexicana de Fibrosis Quistica. México, D. F.

RESUMEN

Se estudio la frecuencia de la mutacion G542X en una muestra de 80 pacientes
mexicanos con fibrosis quistica mediante la técnica de mutagénesis dirigida mediada
por ?CK Se encontrd que el 6.2% de los cromosomas de estos pacientes presentaban
dicha mutacién. Esta frecuencia es mayor a la reportada a nivel mundial de acuerdo
con el Consorcio Internacional de Fibrosis Quistica, pero menor a la reportada en
Espaiia. La variacion en esta frecuencia puede explicarse por factores étnicos. En las
poblaciones de EEUU y Canad4, las mutaciones AF508 y G542X se encuentran
presentes en cerca del 75% de los cromosomas de pacientes con fibrosis quistica. En
mexicanos la biisqueda de estas dos mutaciones resuelve menos del 50% de los
cromosomas, por lo que es necesario implementar otras técnicas para caracterizar otras
mutaciones, buscar cuédles son las mas frecuentes en mexicanos, y posiblemente

proponer un esquema de tamizaje diferente al usado en poblaciones caucdsicas.

Palabras clave: Fibrosis quistica, mutacién G542X, mutacién AF508, mutagénesis
dirigida, PCR.



SUMMARY

The frequency of the G542X mutation was determined in a sample of Mexican cystic
fibrosis (CF) patients by PCR-mediated site-directed mutagenesis. Eighty patients were
included in the study, and 6.2% of the CF chromosomes presented this mutation. This
freque_ncy is higher than that reported by the Cystic Fibrosis Genetic Analysis
Consortium, but lower than that reported in Spain. This difference can be explained by
ethnic factors. While the AF508 and G542X mutations account for around 75% of CF
mutations in caucasian populations in the U.S.A. and Canada, they account for less
than 50% of the CF mutations in Mexican patients. It is therefore necessary to use
different methods to characterize other mutations, to determine mutation frequencies,
and possibly to propose a different scheme for mutation screening in Mexican CF

patients.

Key words:  Cystic fibrosis, G542X mutation, AF508 mutation, si;e-directéd

mutagenesis, PCR.



INTRODUCCION

La fibrosis quistica (FQ) es la enfennedad autosomxca receswa mas ﬁ'ecueme .

en la poblacitn caucéslca (]) y se calcula que su incidencia es de l en 2 000 nacxdos‘ L

vivos (2) Reclentemente se ca.lculé quezen Meéxico : 1 de cada 8, 000 ao, 000 nacldosﬁ‘;

vivos padece esta enfen'nedad )l

exones, y transcnbe un RNAm maduro de 6 5 kb que codlﬁca para una proteina de



1480 aminoécidos llamada proteina réguladpya de la conductpncfa transmembranal de
la ﬁbrz;sis quistica (CFTR). Esta pro'tyeiha' es un canal de cloro dependiente de AMPc
(9, 10). ' LR '
A la fecha, se han descrito mas de 200 diferentes mutaciones en el gen FQ. »La )
frecuencia de estas mutaciones varia considerablemente de un area geogn'zﬁca a 6tra y ;

en los diferentes grupos étnicos (11). En la poblacién caucéslca alrededor del 70% de o .

los cromosomas de pacientes con fibrosis quistica presentan una delemén d 3 ares de R

bases en el exén 10 que elimina el codén para la fenilalanina en la pos 6

proteina CFTR (AF508) (8) Nosotros hemos encomrado que
cromosomas de pacientes mexlcanos con FQ presentan esta mutaclén (12

De acuerdo con los datos reportados por el Consorcxo Intemacnonal de Fibrosis
Quistica, a mvel’rrnundl‘al la segunda mutacion mas frecuen;e es la G542X (13). En
esta mutacién oécure el cambio del codén para la giicina enla posicién 542 de la
proteina por un codén de terminacion, debido a un cambio de una guanina por una
timina en el exén 11. Se ha encontrado en el 3.4% de los cromosomas FQ de acuerdo
al Consorcio. Sin embargo, en Espaiia el 8% de los cromosomas FQ presentan dicha
mutacion, y aiin més, en el drea de la costa Mediterrrénea y en las Islas Canarias la

frecuencia es del 14% y 25% respectivamente (14).

JUSTIFICACI(_)N

En el Instituto Nacional de Pediatria y en la Asociacién Mexicana de Fibrosis
quistica acuden un gran ntimero de nifios afectados con fibrosis quistica, a los cuales se
les otorga atencion médica inéluyendo el asesoramiento genético. Sin embargo en
muchas de las fami‘l,iyafs no ha sido posible otorgar un asesoramiento genético adecuado,
dada lavi'mpogi’!’,)ilid:a‘;! p;ifa detectar portadores por métodos clinicos. E! conocimiento
delos asbectqs fhslééulares que han surgido a Gltimas fechas ha resuelto éste problema

en paises- desarrollados. En México es muy poco lo que se sabe acerca de las



mutaciones que afectan a los pacientes con FQ. La frecuencia de Ja mutacion AF508
en la poblacién mexicana es baja ‘en comparacion con poblaciones caucasicas. La
mutacién G542X es la segunda mutacién mas frecuente a nivel mundial, y tiene una
frecuencia alta en la poblacién espafiola. Las frecuencias de ésta y otras mutaciones en
la poblacién mexicana ain no se conocen, y es importante determinarlas para
desarrollar un plan de tamizaje de mutaciones en pacientes mexicanos con FQ.

W

OBJETIVOS

Determinar la frecuencia de la mutacién GS42X en.una muestra de 80 -

pacientes mexicanos. R TI £) SR
Detectar a los portadores de esta mht.a.éiéh entre los t_'anﬁlia;ééy de prim& g}gab !
de los pacientes con FQ. o o A g R
Determinar si existe comelacién de gendtipo-fénoﬁpo y comparar lés :

resultados con lo descrito previamente en la literatura,

POBLACION OBJETIVO

1. Pacientes con diagndstico clinico de fibrosis quistica que mostraron
elevacion de los llﬁveles de cloruros en sudor {mayor a 60 mEq/L) y que acudieron a la
Asociacién Mexicana de Fibrosis Quistica o al Instituto Nacional de Pediatria en el
periodo comprendido entre julio de 1991 y sepﬁembre de 1993,

2. Familiares de primer grado de estos pacientes,



MATERIAL Y METODOS

Se incluyeron 80 pacientes en el estudio, a los cuales se les realizé historia
clinica completa (ver anexo) y arbol genealdgico. Para el estudio molecular se obtuvo
una muestra de sangre periférica y se realizé extraccion de DNA de leucocitos por el
método convencional.

Para investigar la presencia de la mutacién G542X se utilizo el‘ mégodo de
mutagénesis dirigida mediada por la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) (15).
Los oligonucledtidos iniciadores para amplificar el segmento de DNA sobrelapan el
sitio de la mutacion, e introducen un cambio de una sola base. Con este cambio se
crea un sitio de restriccion para una enzima en el alelo normal, pero no en el que
' presenta la mutacién. De esta manera pueden distinguirse ambos alelos en un gel de
poliacrilamida.

Para detectar la presencia de la mutacion G542X, se utilizaron los siguientes
oligonucleétidos iniciadores o primers, con los que se obtiene un producto amplificado
de 180 pares de bases: .

Forward: 5' CAACTGTGGTTAAAGCAATAGTGT : 3v'> o
Reverso; 5' CACTCAGTGTGA’ITCCACCTTCAC 3'~

El ohgonucleétldo reverso es el que mtmdUCe el camb|o de una sola base enel




La enzxma thI reconoce la secuencia GGTGA, y cona de 7 a 8 pares de bases mis -

alla del smo de reconocmuent Asl, los alelos que no presentan Ia ‘mutacnon GS42X

10 mmol de 2- mercaptoetanol mmol de sulfato de amonio y 6.5 pmol de EDTA.

ri cid .-j Se tomaron 10 pl de la mezcla de reaccion postenor ala

amphﬁcacxon y se mcubnron duran!evtoda la noche a37% con. 1 U de t_:nzlma Hphl .

y 4pldela solucmn amoruguadora apropmda (New England Bwlabs)

3 aéregaron 3 pl de colorante (azul de bromofenolxilen
clanol) ala me cla de resmcclén y se corrieron las muestras en un gel de
pohacnlamxda al 12% a 85 volts durante 3 horas. Posteriormente el gel se tifid con

bromuro de eudlo. yse fotograf 6.



RESULTADOS

Se estudiaron 80 casos indice con fibrosis quistica utilizando la técnica de
mutagénesis dirigida mediada por PCR. El producto amplificado es un fragmento de
180 pares de bases. Al ser digerido con la enzima Hph I, los alelos no G542X son
cortados en 2 fragmentos, uno de 168 y otro de 12 pares de bases,. mientras que los
alelos G542X permanecen intactos. Por esto, todos los sujetos normales.o que no
portan la mutacidén G542X mostraron solamente la banda de 168 pares de bases; los
pacientes homocigotos para la mutacion G542X mostraron el fragmento de 180 pares
de bases. Los heterocigotos compuestos que presentan la mutacion G542X en un

“alelo y una mutacién diferente en el otro, asi como los portadores sanos de la mutacion
G542X mostraron dos bandas, la de 180 y la de 168 pares de bases. ( Figura 1).

Se busco la presencia de la mutacién G542X en 160 cromosomas de pacientes
con fibrosis quistica, y se encontrd en el 6.2% de estos cromosomas. Encontramos 2
pacientes homocigotos G542X (uno de ellos era producto de un matrimonio
consanguinec_), 2 pacientes heterocigotos compuestos AFS08/G542X, un paciente
heterocigoto compuesto G542X/S549N, y 3 pacientes con la mutacién G542X en un
alelo, y otra mutacion atn no caracterizada en el otro. (La presencia de la mutacion
9549N fue determinada por otras técnicas no mostradas en el presente trabajo). Los
datos clinicos de estos pacientes se describen en la tabla II.

De la misma manera se buscé la presencia de esta mutacion en los familiares de
primer grado de estos pacientes para detectar portadores, y se les brindd el

asesoramiento genético adecuado. .
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DISCUSION

La frecuencia de la mutacion AF508 en paclentes mexncanos con ﬁbrosls
quistica es més baja que la reportada en otros pmses hlspanos tales‘ como Espaﬂa y‘
Argentina (8). Nosotros encontramos la mutacién G542X - en el 6v.2%‘de los
cromosomas de una muestra de pacientes mexicanos con fibrosis quistica: ' Esta
frecuencia es mayor a la reportada por el Consorcio Internacional de Fibrosis Quistica
(3.4%) (13), pero menor a la reportada en Espaiia (8%) (14). El ﬁniéo estudio que
reporta la frecuencia de la mutacién G542X en mexicanos fue realizado en Chicago y
solamente incluia 10 cromosomas, 2 de los cuales presentaban la mutacién G542X
(16). Esta mutacion es la segunda mas frecuente ( después de la AF508) en todos
estos estudios. ‘

El origen étnico de la poblacién mexicans es principalmente mestizo
(amerindio-hispano), donde mas del 50% de los genes son de origen indigena,
alrededor del 40% son de origen blanco (hispano), y el resto son de origen negro (17,
18). Los origenes indigenas de la poblacion mexicana son diferentes a los de otras
poblaciones latinoamericanas. Estos factores étnicos pueden explicar las variaciones
~ en las frecuencias de diferentes mutaciones en el gen de la fibrosis quistica. La
frecuencia relativamente alta de la mutacion G542X en mexicanos puede explicarse
por el origen hispano de la poblacion, ya que Espafla es el pais que a la fecha ha
reportado la frecuencia més alta de cromosomas G542X en pacientes con fibrosis
quistica. .

La mutacnon G542X es considerada como "grave", puesto que produce un
fenotlpo con lnSUﬁClchIa pancreatlca (19). Ambos pacientes homocigotos para la
mutaclon GS42X enccntrados en este estudio presentaron enfermedad pulmonar leve,
pero m;uﬁclem_:la pancreatica y detencién del crecimiento y desarrollo, siendo su

cuadro predonﬁnmtemente digestivo. Estos datos estan de acuerdo a lo reportado en

11



la literatura para pacientes con fibrosis quistica con mutaciones que producen codones
de terminacién en ambos alelos (19, 20, 21). Los pacientes heterocigotos compuestos
AF508/G542X presentan neumopatia moderada a grave e insuficiencia pancreatica.
Los reportes en la literatura para este genotipo lo describen como muy similar a los
homocigotos AF508 pero con mayor frecuencia de ileo meconial (9 de 18 pacientes).
Ninguno de los 2 pacientes reportados en este estudio presentd ileo meconial.

La mutacién S549N produce un cambio de una serina por una asparagina en la
posicion 549 de la proteina, es muy poco frecuente y es considerada como grave. El
unico reporte en la literatura de un paciente homocigotd r;ara esta mutacion es el de
una nifia de origen pakistani, producto de padres consar}guineos,'que presentaba un
cuadro muy grave con pobre respuesta al tratamiento ;-5 los 5 afios de edad (22).
Nuestro paciente heterocigoto compuesto G542X/S549N tieﬁe actuélmente 18 aflos,
presenta insuficiencia pancreatica y neumopatia cronica moderada, con exacerbaciones
pulmonares recurrentes.  Esto es lo esperado ya que presenta rﬁulagiones graves en
ambos alelos. L ‘ i _

El cuadro de los pacientes con la mutgéfén_ G542X enun alelo y una mutacion
desconocida en el otro ﬁ.\e_varjiab_lé: un baﬁieﬁté presentaba insuficiencia pancredticay .-
neumopatia cronica leve, con i_rifféécié_he; '(eéu}rgntes por P._geruginosa, mientras que

en el otro paciente no se referia' neumopatia crénica, su funcion pulmonar‘se valoré

como buena de acuerdo a la escala - de Schwachman-Bransﬁeld y cursaba con: .

suficiencia pancreética, pero presentaba mveles elevados de ‘cloruros en sudor. Esta
diferencia podria explicarse por lg presencwde diferentes mutaciones en los otros
alelos. Asi, el paciente con suficiencia p;ancreética probablemente tenga una mutacién
considerada "leve" en el otro alelo.

En poblaciones caucisicas, al hacer la bisqueda dirigida de las mutaciones
AF508 y G542X en pacientes con fibrosis quistica, se encuentra la mutacion presente

en casi el 75% de los cromosomas (13). En cambio en nuestra poblacién, estas dos

12



mutaciones se encuentran ‘en‘t’neriosdel'iso%' de’los cromosomas,” por. lo que el

tamizaje para estas dos muta' ones  es insufi ciente  para. é‘sesdrar a ld mayoria’ de

nuestros pacnentes. Es ewdente que €s - necesario lmplementar nuevas metodologtas

como la técnica SSCP (Slngle Strand onformatlonal olymorphlsms o polimorfismos

conformacionales en DNA de una so heb ) (23)y secuencmcnon para detectar cuiles

son las mutaciones presentes en niiestr blacion, bnndar asesoramlemo genético a

un mayor namero de ,famlhas‘medlante'la deteccxori de portadores, determinar las

~ frecuencias de las otras mutaciones caracterizadas, y posiblemente proponer un nuevo

esquema de tamizaje para las

FQ.

s frecuentes en pacientes mexicanos con
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TABLA1

ALELO NORMAL

Sin  mutagénesis 5'.CTT GGAGA AAG..3'

dirigida :
. *
Mutagénesis dirigida 3. CTT GGTGA AAG..3'
Hpht

Digestion con Hphl 1 Fragmento de 168 bp
1 Fragmento de 12 t;p

17

'ALELO G542X

'5..CTT.- TGAGA AAG..3'

I T
5..CTT TGTGA AAG...3'
No Hph1

,1 Fragmento de 180 bp

( intacto)



TABLA LI

GENOTIPO G542X/G542X  AF508/G542X  G542X/S549N  GS542X/OTRA
n=2) (n=2) (=1 (n=2%
- Edad actual (x) 4 aflos 8 afios 18 afios 11 aflos
Edad deinicio (x) 8 meses 8 meses 3 aflos S meses
Edad al diagndstico 18 meses 24 meses 9 affos 6 afios -
®
Funcién pancreética Insufici Insuficit Insufici Insuficiente (1)
(2/2) (2/2) Suficiente (1)
Neumopatia Leve Moderada Moderada Leve
Cloruros en sudor 112 mEq/L 105 mEqg/L 85 mEq/L 107.5 mEq/L
®)
Bacteriologia  del P.acruginosa (1) P.acroginosa(l) P, acruginosa+ P inosa (1)
tracto respiratorio P inosa + P.peruginosa+ S, aureus S. aureus (1) -
S.  marcesoens C.albicans (i) ‘
m

* No se encontré el expediente clinico de uno de estos paéiente&.
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SABTA PTESIS N Drar

PIE DE FIGURA

Figura 1. Anélisis de la mutacién G542X por mutagénesis dirigida mediada por PCR.
En la parte superior se observa el drbol genealdgico de uno de los casos indice. Carril
1: Marcador de peso molecular ®X174 digerido con Hae-III. Carril 2: Caso indice,
homocigoto para la mutacién G542X, se observa una sola banda de 181 pares de
bases. Carriles 3 y 4: padre y madre del caso indice, portadores de la mutacién
GS542X. Se observa el alelo normal de 168 pares de bases y ef alelo G542X de 181
pares de bases. Carril 5: Hermana del paciente, homocigota normal. Carril 6; Controf

normal,

19



	Portada
	Resumen
	Texto
	Bibliografía



