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FRECUENCIA DE LA MUTACION G542X EN UNA MUESTRA DE 

PACIENTES MEXICANOS CON FIBROSIS QUISTICA. 

Maria Teresa Villarreal, Margarita Chávez, José Luis Lezana, Alessandra Carnevale y 

Lorena Orozco. Laboratorio de Biología Molecular, Departamento de Investigación 

en Genética Humana. Instituto Nacional de Pediatría. Secretarla de Salud. Asociación 

Mexicana de Fibrosis Quistica. México, D. F. 

RESUMEN 

Se estudió la frecuencia de la mutación GS42X en una muestra de 80 pacientes 

mexicanos con fibrosis qulstica mediante la técnica de mutagénesis dirigida mediada 

por PCR. Se encontró que el 6.2% de los cromosomas de estos pacientes presentaban 

dicha mutación. 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 

Espaila. La variación en esta frecuencia puede explicarse por factores étnicos. En las 

poblaciones de EEUU y Canadá, las mutaciones Af'508 y G542X se encuentran 

presentes en cerca del 75% de los cromosomas de pacientes con fibrosis quistica. En 

mexicanos la búsqueda de estas dos mutaciones resuelve menos del 50% de los 

cromosomas, por lo que es necesario implementar otras técnicas para caracterizar otras 

mutaciones, buscar cuáles son las más frecuentes en mexicanos, y posiblemente 

proponer un esquema de tarnizaje diferente al usado en poblaciones caucásicas. 

Palabras clave: Fibrosis quistica, mutación GS42X, mutación MSOS, mutagénesis 

dirigida, PCR. 
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SUMMARY 

The frequency of the G542X mutation was detennined in a sample of Mexican cystic 

fibrosis (CF) patients by PCR-mediated site-directed mutagenesis. Eighty patien!s were 

included in the study, and 6.2% of !he CF chromosomes pre~n!ed this mutalion. This 

frequency is higher than that reported by the Cystic Fibrosis Genetic Analysis 

Consortium, but lower than that reponed in Spain. This difference can be explained by 

ethnic factors. While the AF508 and G542X mutations accoun! for around 75% ofCF 

mutations in caucasian populations in the U.S.A. and Canada, they account for less 

thap 50% of !he CF mutations in Mexican patients. lt is therefore necessary to use 

different methods to characterize other mu!ations, to detennine mutation frequencies, 

and possibly to propase a different scheme for mutation screening in Mexican CF 

patients. 

Key words: Cystic fibrosis, G542X mutation, tú'508 mutation, site-directed 

mutagenesis, PCR. 
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INTRODUCCION 

La fibrosis quistica (FQ) es la enfennedad autosómica recesiva más frecuente 
. ¡-' 

en la población caucásica (I ); y se calcul~ que su i~cide~dia e~ de i en 2:000 nacidos 

vivos (2). Recientemente se cáfc~Ió qu~ :n ~éidc~ 1 de cada S,000 a 9,000 nacidos 

vivos padece esta enfermedad (J.i.. LeZ:ai;a, comú~icaéiÓ~ pérsonal); Fue descrita por 
<,- ""' - . " ··-· 7'.: ·'·•' .. ' 

primera vez por Gú"idÓ Fanco~ en 1936 como' Ún slndrome Cáríicteri.Üdo por la 

presencia· ele· fibrósis qÚ!stica 'del ¡:ián~~a.; y brollé¡úiectasias (Jf i ~ás. iimle' se 

encontró que ~xisÍ~ Jn~ Br~ciÓn gen~r~;i~d~ de ¡~ glifudulas exócrinas' que producen 
- . ,, - -~: . -- . . ~ - . ' .. : . -' '' !; - > ' • • ·_: • • • - - • ' • • • • - ••• '.. • -~ : 

secrecione5 viscosas; ¡)orlo cjÜeFiÍrber la Ilan¡ó "mucovi~cidosis" (4). 
-~-'.~ ''. 

Actualme~íe'sé ~~e qÚe l_o.s.!lácientes con FQ presentan una illteración en. el 

transporte de ~loro qué produce u~a disfunción de las gl~dulas exócrinas y de las 

células ~piteH~es s~re;Óras ( s). c~;'n¡j , éonsectiencia, en estos pacientes se observa 

elevación de los valores de cloruros e~ su~ory las secreciones mucosas de los tractos 

digestivo y re~pi~atÓriÓ ¡on m:¡,~~di~nte vi~osas. En el páncreas ocurre obstrucción 

de los.ductosi en'ocaiion~~;de~e~~ra~ión~cinar,·con producción insuficiente de 

e.nzimas panciéáticas que'·conclu~e á una absciréión intestinal deficiente. Sin embargo, 

el problema más grave: es la obstrucción: a Ílivel del tracto respiratorio, que causa 

enfermedad pulmon~ éiónic~ ~bst~hiiva' ~ infdcciones repetitivas por bacterias como 

. Pseudomóna aeoiginosa''y Staphyfoco~CÚs al!reus lo' que.· hace de la FQ una 

enfermedad leial (6). · Actuatnié~;e la.det~míinacióÓ de cto'ruros en sudor es el método 
,. • '• ,·., ,:-,·,r.' •' ',:. •' ,,- ,• 

diagnóstico más utili.Üdo. 

Uno de los avances más ini¡íortaníes en el estÍidio de la FQ fue la clonación del 

gen responsable de la enferniedad en:l9i~ (7,' 8). !Í~té 'gen >~e iocaliza en el brazo 

largo del cromosoma 7 en la bancla qJ 1; y consta ~e ;50 kilobases (kb ), tiene 27 

exones, y transcribe un RNAm. maduro ·de 6.5 kb que codifica para una proteína de 
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1480 aminoácidos llamada protelna reguladora de la conductancia transmembranal de 

la fibrosis quistica (Cf'T!l). Esta proteína es un canal de cloro dependiente de AMPc 

(9, 10). 

A Ja fecha, se han descrito más de 200 diferentes mutaciones en el gen FQ. La 

frecuencia de estas mutaciones varia considerablemente de un área geográfica a otra y 

en los diferentes grupos étnicos (11). En la población caucásica alrededor del 70% de 

los cromosomas de pacientes con fibrosis quística presentan una deleciónd~.· 3 p~es de 

bases en el exón JO que elimina el codón para la fenilalanina en la posicÍón :~os' de Ja 

protelna CFTR (dF508) (8). Nosotros hemos encontr~do que eÍ' 39% de' lcis · 

cromosomas de pacientes mexicanos con FQ presentan esta mutación ( 12). 

De acuerdo con los datos. reportados por el Consorcio Internacional de Fibrosis 

Quistica, a nivel mundial la segunda mutación más frecuente es la G542X (13). En 

esta mutación occure el cambio del codóq para Ja glieina en Ja posición 542 de' la 

proteína por un codón de terminación, debido a un cambio de una guanina por una 

tímina en el exón 11. Se ha encontrado en el 3.4% de los cr~mosomas FQ de acuerdo 

al Consorcio. Sin embargo, en España el 8% de los cromosomas FQ presentan dicha 

mutación, y aún más, en el área de la costa Mediterrránea y en las Islas Canarias la 

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

JUSTIFICACION 

En el Instituto Nacional de Pediatría y en la Asociación Mexicana de Fibrosis 

quistica acuden un gran número de niilos afectados con fibrosis quística, a Jos cuales se 

les otorga atención médica incluyendo el asesoramiento genético. Sin embargo en 

muchas de las familias no, ha sido posible otorgar un asesoramiento genético adecuado, 

dada la imposibilidad para detectar portadores por métodos élínicos. El conocimiento 

de los aspectos moleculares que han surgido a últimas fechas ha resuelto éste problema 

en paises desarrollados. En México es muy poco lo que se sabe acerca de las 
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mutaciones que afectan a Jos pacientes con FQ. i.a frecuencia de Ja mutación AFSOS 

en Ja población mexicana es baja ·en comparación con poblRciones caucásicas. La 

mutación G542X es la segunda mutación más frecuente a nivel mundial, y tiene una 

frecuencia alta en la población española. Las frecuencias de ésta y otras mutaciones en 

Ja población mexicana aún no se conocen, y es importante determinarlas para 

desarrollar un plan de tamizaje de mutaciones en pacientes mexicanos con FQ. 

·1o: 

OBJETIVOS 

Detenninar la frecuencia de la mutación G542X en una muestra de 80 

pacientes mexicanos. <. · 

Detectar a los portadores de esta mut~ción entre los familiares ·de prime.r grado 

de los pacientes con FQ. 

Detenninar si existe correlación de genotipo-fenotipo y· comparar los · 

resultados con lo descrito previamente en la literatura. 

POBLACION OBJETIVO 

1. Pacientes con diagnóstico clfnico de fibrosis qufstica que mostraron 

elevación de Jos niveles de cloruros en sudor (mayor a 60 mEqlL) y que acudieron a Ja 

Asociación Mexicana de Fibrosis Qulstica o al Instituto Nacional de Pediatria en el 

periodo comprendido entre julio de 1991 y septiembre de 1993. 

2. Familiares de primer grad·o de estos pacientes. 
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MATERIAL Y METODOS 

Se incluyeron 80 pacientes en el estudio, a los cuales se les realizó historia 

clínica completa (ver anexo) y árbol genealógico. Para el estudio molecular se obtuvo 

una muestra de sangre periférica y se realizó extracción de DNA de leucocitos por el 

método convencional. 

Para investigar la presencia de la mutación G542X se utilizó el método de 

mutagénesis dirigida mediada por la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) (15). 

Los oligonucleótidos iniciadores para amplificar el segmento de DNA sobrelapan el 

sitio de la mutación, e introducen un cambio de una sola base. Con este cambio se 

crea un sitio de restricción para una enzima en el alelo normal, pero no en el que 

presenta la mutación. De esta manera pueden distinguirse ambos alelos en un gel de 

poliacrilarnida. 

Para detectar la presencia de la mutación G542X, se utilizaron los siguientes 

oligonucleótidos iniciadores o primers, con los que se obtiene un producto amplificado 

de 180 pares de bases: 

Forward: 5' CAACTGTGGTTAAAGCMTAGTGT 3' 

Reverso: 5' CACTCAGTGTGATTCCACCTTCAC. 3' 

El oligonucleótido reverso es el ~Úe h1trod~9é el~bio de una sola base en el 

producto amplificado, por el cambio deú~~ BP?r, ~ng, T cerca de su extremo 3' (CAC 

en lugar de CTC) (Tabla 1 ). , 

Sin mutagénesis dirigid8:, ia ~ue~cia'del áffiplilicado seria: 
'; ' - -· .- - .;;:~- - •, '~~ . . 

5'. ...... : .. crr GGAGA¡\oo::: .. :f 
Sin embargo, con mutagén~~is dirlgldá; I~~ ~elos normales amplifican con la siguiente 

secuencia: 
_ .. · ·.:, '-· .. .' 

5'. ........ CTT GGIGA AGG ........ 3'. 
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La enzima HphI reconoce la s~cuencia GGTGA, y co~a de 7 a .8 pares de bases más 

allá del s!tio de .reconocirnienio. Así, lo~ alelos queno pr~sentan la muta~ión,G542X 
·-·~ 

serán cortados.en 2 fra~entos;unci de 16S y otro dé.12jar~sde b~ses. 

EncaÍnbio el alelo mut!lnteque p;e~nta Ún:c~Rlbiode;~~~ 1G po~ una T. al sér. 

;~~::d:;:fit:~1e±~:tn:¡r::sc;:c:J :~:~~}ot1a;~~01a ~~~1: P~~·10 que el 

... 

~.-.·La arnplifü:aciórÍ se realizó eniÍn aparato de ciclos térmicos (Perkin-. . . ... -- . .. -·,.·. - . . 

Elmer) sig1.iiendo'e1 ¡Írotocolo_de~criÍopórFriedmariy col~. (15). Se agregó I µg de 

DNA a I 00 µl de mezcia de amplifi~ación q~e cont~riiá. JOO ng de los oligonucleótidos 

específicos para deteciar la rnútaci1fa G542X y 2.S u de fragmento Stolfel de Taq 

polimerasa (Perkin-Elmcr), todo ~n u~~ so lució;¡- cjue contenía por litro: 200 nmol de 

los deoxinuclcótidos trifosf~to, 1.5 n;~ol \Je MgCl2, 67 mmol de Tris HCI (pH 8.8), 
. . . ' -; ''.' . ~ . 

1 O mmol de 2,mercaptoeta~ol, ·16.6 ~oldé sulfato de amonio y 6.5 µmol de EDT A. 

Restricción.- Se tc)ma;ón I o µI de la mezcla de. reacción posterior a la 

amplificación, y sé incúbarori'~u;~te t~da la'noche a 37ºC con I U de enzima Hphl 
,·:.', 

y 4µ1 de la solución amortigua.dora apropiada (New England Biolabs). 
~ ·.. . :: ~ ' ·. ' ;;. : ' 

Electroforesis ~ '• Se' agregaron 3 µI de colorante (azul de bromofenoUxilen 

cianol) a la mezcla .. de réstricción y se corrieron las muestras en un gel de 

poliacriliimida al 12% a 85 volts durante 3 horas. Posteriormente el gel se tiftó con 

bromuro de ~Íidi;, y se fotografió. 
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RESULTADOS 

Se estudiaron 80 casos índice con fibrosis quística 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 1, 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 mutación G542X mostraron solamente la banda de 168 pares de bases; los 

pacientes homocigotos para la mutación G542X mostraron el fragmento de 180 pares 

de bases. Los heterocigotos compuestos que presentan la mutación G542X en un 

alelo y una mutación diferente en el otro, así como los portadores sanos de la mutación 

G542X mostraron dos bandas, la de 180 y la de 168 pares de bases. (Figura 1). 

Se buscó la presencia de la mutación G542X en 160 cromosomas de pacientes 

con fibrosis quística, y se encontró en el 6.2% de estos cromosomas. Encontramos 2 

IJacientes homocigotos G542X (uno de ellos era producto de un matrimonio 

consanguinec), :? pncientes heterocigotos compuestos óF508/GS42X, un paciente 

heterocigoto compuesto G542X/S549N, y 3 pacientes con la mutación G542X en un 

alelo, y otra mutación aún no caracterizada en el otro. (La presencia de la mutación 

SS49N fue determinada por otras técnicas no mostradas en el presente trabajo). Los 

datos clínicos de estos pacientes se describen en la tabla II. 

De la misma manera se buscó la presencia de esta mutación en los familiares de 

primer grado de estos pacientes para detectar portadores, y se les brindó el 

asesoramiento genético adecuado. 
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DISCUSION 

La frecuencia de la mutación .11'508: en pacientes mexicanos con fibrosis 

quística es más baja que la reportada en otros paí~s ~sp:uio~ t~es co~o E~~aña ~ 
Argentina (8). Nosotros encontramos la mutación G542X en el 6.2% 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 España (8%) (14). El único estudio que 

reporta la frecuencia de la mutación G542X en mexicanos fue realizado en Chicago y 

solamente incluia 10 cromosomas, 2 de los cuales presentaban la mutación GS42X 

(16). Esta mutación es la segunda más frecuente ( después de Ja .11'508) en todos 

estos estudios. 

El origen étnico de Ja població_n mexican& es principalmente mestizo 

(amerindio-hispano), donde más del 50% de Jos genes son de origen indlgena, 

alrededor del 40% son de origen blanco (hispano), y el resto son de origen negro (17, 

18). Los orígenes indígenas de la población 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 quistíca. La 

frecuencia relativamente alta de la mutación GS42X en mexicanos puede explicarse 

por el origen hispano de la población, ya que España es el país qce a la fecha ha 

reportado la frecuencia más alta de cromosomas GS42X en pacientes con fibrosis 

quistica. 

La_ mutación· GS42X es considerad.a como "grave", puesto que produce un 

fenotipo con insuficiencia pancreática (19). Ambos pacientes homocigotos para la 

mutación GS42X encontrados en este estudio presentaron enfermedad pulmonar leve, 

pero insuficiencia pancreática y detención del crecimiento y desarrollo, siendo su 

cuadro predominantemente digestivo. Estos datos están de acuerdo a lo reportado en 
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la literatura para pacientes con fibrosis quístíca con mutaciones que producen codones 

de terminación en ambos alelos (19, 20, 21). Los pacientes heterocigotos compuestos 

Af'508/G542X presentan neumopatía moderada a grave e insuficiencia pancreática. 

Los reportes en la literatura para este genotipo lo describen como muy similar a los 

homocigotos Af'508 pero con mayor frecuencia de ileo meconial (9 de 18 pacientes). 

Ninguno de los 2 pacientes reportados en este estudio presentó ileo meconial. 

La mutación SS49N produce un cambio de una serina por una asparagina en la 

posición 549 de la proteina, es muy poco frecuente y es considerada como grave. El 

único reporte en la literatura de un paciente homocigoto para esta mutación es el de 

una niña de origen pakistaní, producto de padres consangufneos, ·que presentaba un 

cuadro muy grave con pobre respuesta al tratamiento a los S años de edad (22). 

Nuestro paciente heterocigoto compuesto G542X/SS49N tiene actualmente 18 años, 

presenta insuficiencia pancreática y neumopatia crónica moderada, con exacerbaciones 

pulmonares recurrentes. Esto es lo esperado ya que presenta muta~iones graves en 

ambos alelos. 

El cuadro de los pacientes con Ja mutación GS42X en un alelo y una mutación 

desconocida en el otro fue .variable: un paciente presentaba insuficiencia pancreática y 

neumopatla crónica leve, con infecciones recurrentes por P. aeruginosa, mientras que 

en el otro paciente no se referia· neumopatia crónica, su función pulmonar se valoró 

como buena de acuerdo a la escala de Schwachman-Bransfield, y cur~abá con 

suficiencia pancreática, pero presentaba niveles elevados de cloruros en sudor. Esta 

diferencia podria explicarse por la presencia de diferentes mutaciones en los otros 

alelos. Asf, el paciente con suficiencia pancreática probablemente tenga una mutación 

considerada "leve" en el otro alelo. 

En poblacione5 caucásicas, al hacer la búsqueda dirigida de las mutaciones 

M'508 y GS42X en pacientes con fibrosis quistica, se encuentra la mutación presente 

en casi el 75% de los cromosomas (13). En cambio en nuestra población, estas dos 
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. . 
mutaciones· se encuentran en menos del · 50% .de . los cro.mosomas, · por lo que el 

t~mizaje para estas dos mutad~nes ~shísufici~nte para as~s9~ar a la mayoría de 

nuestros pacient~s. Es evid.ente que es riéc~sarl~ hri~Ieme~tar nuevas metodologías 
.... ·,, ·.~.- ·. - ,- .- . .., .. - .. ·-

como Ja técnica SSCP (Single Strand Co~rci,D;8ii~nai'!>~1;.i;,~rphisms o polimorfismos 

conformacionales en DNA de una sola hebra) (23)y secuenclación para detectar cuáles 
. ·. '• ·- -· ·--- .. ·<-:~·-',.>:•"" .. ' ·,, . . 

son las mutaciones presentes' ~Ít núesfra población, brindar asesoramiento genético a 

un mayor número de fü~iHas 1nediarite'la.det~cción de portadores, determinar las 

frecuencias de las otras mut~do~~s ~~r~ctérízadas, y posiblemente proponer un nuevo 

esquema de tami~je para l~s· ~uÍacio~ésmáÚrecuentes en pacientes mexicanos con 

FQ. 
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TABLAl 

ALELO NORMAL ALELOG542X 

Sin mutagénesis 5' ... CTT GGAGAAAG ... 3'. 5' ... CIT.TGAGAAAG ... 3' 

dirigida 

Mutagénesis dirigida 3' ... CTT GGTGA AAG ... 3' 
Hphl 

Digestión con Hph 1 1 Fragmento de 168 bp 

1 Fragmento de 12 bp 

17 

5' ... CTT TGTGÁ AAG ... 3' 
No Hphl 

, 1 Fragmento de 180 bp 

(intacto) 



TABLAD 

GENOTIPO GS42XIGS42X AF~08/GS42X GS42XISS49N GS42X/OTRA 

(n=2) (n=2) (QD 1) (na 2º) 

Edad actual (x) 4 ailos 8 ailos 18 allos 11 ailos 

Edad de inicio (x) 8 meses 8 meses 3 allos S meses 

Edad al diagnóstico 18 meses 24 meses 9 ailos 6 ailos 

(x) 

Función pancreática Insuficiente Insuficiente Insuficiente Insuficiente (1 ) 

(212) (2/2) Suficiente ( 1) 

Newnopatia Leve Moderada· Moderada Leve 

Cloruros en sudor 112mEq/L !OS mEq/L 8SmEq/L 107.SmEq/L 

(x) 

Bacteriología del P. aeruginosa (I) P. aeruginosa (1) P. aeruginosa + P. acruginosa (1) 

tracto respiratorio P acnsgioosa + P. aeruginosa + S. aurous S. aurous(I) 

s. man:esc:cns C. albicans (1) 

(1) 

• No se encontró el expediente cllnico de uno de estos pacientes. 
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Figura 1. Análisis de la mutación G542X por mutagénesis dirigida mediada por PCR. 

En la parte superior se observa el árbol genealógico de uno de los casos Indice. Carril 

1: Marcador de peso molecular tJ>Xl 74 digerido con Hae-ill. Carril 2: Caso Indice, 

homocigoto para la inutación G542X, se observa una sola banda de 181 pares de 

bases. Carriles 3 y 4: padre y madre del caso índice, portadores de la mutación 

G542X. Se observa el alelo normal de 168 pares. de bases y él alelo G542X de 181 

pares de bases. Carril 5: Hermana del paciente, homocigota nomial. Carril 6: Control 

normal. 
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