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ABSTRACT

Achondroplasia, inherited as an autosomal dominant trait, is the most common human skeletal dysplasia. Preva-
lence at birth in Cuba was estimated in 1/25 000. Achondroplasia locus was assigned to chromosome 4p16.3 and
includes the coding region for fibroblast growth factor receptor 3 (FGFR3). Two point mutations in exon 10 of the
FGFR3 gene (G1138A and G1138C) have been described. These mutations create new restriction sites for Sfcl (the
most frequent mutation) and Msp1. Genomic DNA isolated from blood samples of 40 Cuban patients (24 relatives
and 16 sporadic cases) was studied. A region of 164 bp that includes the transmembrane domain of FGFR3 was
amplified by PCR and the amplicons were analized with the restriction enzimes Sfc1 and Msp1. All affected indi-
viduals showed fragment sizes of 109 and 55 bp corresponding to the digestion by Sfc1; therefore, they had the
same mutation G1138A.
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RESUMEN

La acondroplasia, de herencia autesdmica dominante, es la mas comun de las displasias esqueléticas humanas. En
Cubaq, su prevalencia en los nacidos ha sido estimada en 1/25 000. El locus de la acondroplasia fue asignado al
cromosoma 4p16.3 y codifica el receptor 3 del factor de crecimiento fibroblastico (R3FCF). Se han descrito dos
mutaciones puntuales en el exén 10 del gen del R3FCF (G1138A y G1138C). Estas mutaciones crean nuevos sitios
de restriccién para las enzimas Sfcl (la mutacién mas frecuente) y Msp1. Se estudio el ADN genémico aislado a
partir de 40 muestras de sangre de estos pacientes cubanos (24 familiares y 16 esporddicos). Mediante PCR, se
amplificé una region de 164 pb que incluye el dominic de transmembrana del R3FCF y el producto de la reacciéon
se analizé con las enzimas de restriccion Sfcl y Msp1. Todos los individuos afectados mostraron fragmentos de talla
de 109 y 55 pb, correspondientes a la digestion con Sfcl. Por lo tanto, ellos tenian la misma mutacion G1138A.

Palabras claves: acondroplasia, autesémica dominante, displasia tanatoforica,

Introduccion

La acondroplasia (MIM 100800} es una afeccién
autosomica dominante considerada como ¢l enanismo
de miembros cortos mas frecuente entre los seres hu-
manas. Su frecuencia ha sido estimada entre 1/15 000
y 1/77 000 [1-3]. De 80-90% de los casos son cspord-
dicos, lo que ha sido asociado con una avanzada edad
paterna; ¢l resto es hereditario [1, 3-5]. En nuestro
pais, basado en los datos obtenidos a través del Regis-
tro Cubano de Malformaciones Congénitas (RECU-
MAC), se calculé su prevalencia en los nacidos ¢n
1/25 000 (Alonso F, 1997). En la literatura cubana
no existen otros reportes cientificos relacionados con
esta patologia.

En la mayoria de los pacientes, el genotipo se co-
rresponde con su estado heterocigdtico, sin embargo,
sc han descrito casos de hijos homocigdticos dc pa-
dres acondropldsicos heterocigdticos como una for-
ma letal de la enfermedad, trayendo consigo cl falleci-
miento del individue gencralmente antes del primer
afio de vida |5, 6].

La historia natural de la enfermedad se caracteriza
porque los pacientes, ademds de una baja talla des-
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proporcionada evidente al nacer, manificstan com-
plicaciones que afectan su calidad de vida. Varios
autores han detallado sus aspectos clinicos y sus
cstudios radiolégicos [7].

El gen de la acondroplasia ha sido ubicado cn el
cromosoma 4pl6.3, continado a una region candidata
de 2.5 megabases que se exticnde desde cllocus 1D4543
hasta el telémero [8]. Mas tarde, Shiang y colaborado-
res identificaron mutaciones especificas para esta
displasia esquelética en ¢l gen que corresponde al re-
ceptor 3 del factor de crecimiento fibroblastico
(R3I°CF). Posteriormente, se identificaron mutacio-
nes puntuales en el exdon L0 de este gen, las cuales
consisten més frecuentemente en una transicion de G
por A en ¢l nucledtido 1138, y en una menor propor-
cion, en una transversion de G por C en ¢l mismo
sitio. Debido a la degeneracion del codigo genético,
ambas mutaciones dan lugar a una sustitucion de glicina
por arginina en ¢l codon 380, que corresponde al do-
minio de transmembrana del R3FCT [9] (Figura).

Al ampliarsc el nimero de acondroplasicos estu-
diados. sc observo un alto grado de homogencidad
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Alelo mutado - Transicion de Gx A

Alelo normal

Alelo mutado - Transversion de G x C

Sitio de restriccion Sfel

—»  AGCTAC |Al GG aGTG
—»  AGCTAC @GG GTG
_»  AGcTAC || 66 aTG

Sitio de restriccion Mspl

Figura. Mutaciones en el exon 10 del gen del R3FCF, correspondiente al dominio de transmembrana.

genética, pucs se¢ encontraba una de ¢sas dos mutacio-
nes en la mayoria de los casos [10-12]. Sin embargo,
Superti-Furga y colaboradores, en 1995, describieron
el caso de un recién nacido acondropldsico que no
tenfa ninguna de las dos mutaciones del nucledtido
1138, pero que presentaba una sustitucion de glicina
por cisteina en el codon 375 del gen del R3FCF [13],
lo que indica heterogeneidad alélica para este gen vy,
ademas, reafirma el papel etioldgico del R3FCF en la
patogénesis de la acondroplasia.

Utilizando el método descrito por Shiang y colabo-
radores [9], que permite detectar las mutaciones que
causan un cambio de glicina por arginina en el codén
380 del gen del R3FCEF, se decidié estudiar un grupo
de pacientes cubanos heterocigéticos para la acondro-
plasia con el propécito de conocer el comportamiento
de estas mutaciones en nuestro medio y mejorar el diag-
nostico y el asesoramiento genético que se le ofrecc a
eslos pacientes.

Materiales y Métodos

Se estudiaron 40 pacientes cubanos de diagnéstico
confirmado a través del cuadro clinico y/o radiolégico,
y sc completd la investigacion familiar, lo que permi-
tié la confeccion de los drboles genealdgicos. El estu-
dio molecular se realizé después de que cada paciente
dio su consentimiento; en caso de ser menor de edad,
se solicitd la autorizacion de los padres o tutores.

Extraccion de ADN

Se extrajo el ADN a partir de los Jeucocitos obtenidos
de 10 mL de sangre periférica, con la utilizacion de
EDTA 56 mg/ml como anticoagulante. El ADN asi
obtenido se purificod por el método de precipitacion
salina | 14].

Amplificacién por PCR

Se utilizé, en principio, el método descrito por Shiang
y colaboradores [9] mediante la reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR) a partir de ADN gendmico. Las
condiciones empleadas fueron las siguientes: 100 ng
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de ADN, 2U de Tag ADN polimerasa por reaccion,
25 pmol de cada cebador, ANTP 2 uM, MgCl, 10 pM
en un volumen de reaccion de 40 pL. Se utilizaron los
oligonucledtidos: 5'-AGG AGC TGG TGG AGG
CTG A-3' (oligo A) y 5'-GGA GAT CTT GTG CAC
GGT GG-3' (oligo B). La reaccidon de amplificacién
consistio en 5 min a 94 °C seguido de 35 ciclos de
desnaturalizacién (30 s a 94 °C), hibridacién de los
cehadores (30 s a 65 °C) y extensién (30 s a 72 °C).
Al finalizar, se realizd una extension durante 5 min a
72 °C. La reaccion se efectud en un termociclador
modelo Mastercycler 5330.

Anadlisis de restriccion

El producto del PCR fue digerido con Sfel y/o Msp1,
empledndose 40 uL del PCR y 4U de cada enzima,
durante 1-2 ha 37 °C. Se realiz6 una electroforesis del
producto de la digestién en un gel de agarosa a 2%. Las
bandas se visualizaron mediante tincion con bromuro
de ctidio.

Resultados y Discusion

L.os factores de crecimiento fibroblastico son miem-
bros de una familia de polipéptidos que son potentes
reguladores del funcionamiento, la diferenciacién y la
proliferacion celular. Los receptores de los factores de
crecimiento fibrobldstico tienen su expresion durante
la embriogénesis, lo que sugiere que median diferentes
funciones de los FCF durante el desarrollo [15].
Laacondroplasiase debe a una alteracion del R3IFCF
[9, 12, 16], y el sitio donde se encuentra ubicado este
gen (cromosoma 4p16.3) aparece relacionado con va-
rias osteocondrodisplasias. Los primeros estudios en-
contraron puntos de ruptura cromosémica sobre 4p16.3
en afecciones como la displasia tanatoforica y el sin-
drome polidactilia costillas cortas (una condrodisplasia
autosomica recesiva) [17]). Posteriormente, se reportd
que ¢l gen del R3FCF interviene en la patogénesis de
otras displasias esqueléticas como la hipoacondropla-
sia, la displasia tanatoforica y la propia acondroplasia
[18-21]. Estas enfermedades varian en cuanto a su cua-
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dro clinico y a su severidad, por lo que la hipoacondro-
plasia (una dc las formas alélicas de este gen) es mucho
més leve que la displasia tanatoforica; csta Gltima es
letal al nacimiento. Con todos estos argumentos, se ha
sugerido que el brazo corto del cromosoma 4 puede
contener varios genes determinantes o responsables de
las osteocondrodisplasias, o que estas enfermedades
resultan de diferentes mutaciones de un mismo gen [22].

Francomano y colaboradores plantearon que en la
acondroplasia la mutacién ocurre en ¢l cromosoma
paterno, y sugirieron la influencia de factores en la
replicacion del ADN o en la reparacion del mismo
durante la espermatogénesis, lo que puede predispo-
ner a la ocurrencia de la enfermedad [23].

Al caracterizar molecularmente los pacientes con
esta afeceion, se ha observado que 97% presenta una
transicion de G por A, lo que constituye la mutacién
mas comuan [9, 11].

En nuestro estudio, todos los pacientes presenta-
ron la misma mutacion, resultado que correspondidé
con la mayoria de los informes previos: Shiang R
(1994) |9]; Rosseau F (1994) [11]; Bellus GA (1995)
[12]; Stoilov L (1995) [24]; Kayscreli H (1996) [25].
De los 40 pacientes cubanos cstudiados, 24 cran fa-
miliares y 16 casos esporadicos. La distribucién se-
gun el color de la piel mostré 52,5% de individuos
blancos y 47,5% de negros y mestizos. En la caracte-
rizaciéon molecular, se concluyd que todos los
acondroplasicos estudiados presentaron la mutacidn
mas frecuente, es decir, que en el nucledtido 1138
existia una transicién que resulta cn un cambio de
glicina por arginina (Tabla). Esta mutacion es detec-
tada por digestion con la enzima Sfcl, que rinde los

Tabla. Mutaciones en la regién del gen del FGFR3
correspondiente al dominio de transmembrana, en
pacientes con acondroplasia. Se observa un mayor
nomero de casos familiares con respecto a los
esporadicos, debido a que en una de las familias
estudiadas, 10 de sus miembros son acondroplasicos.

Mutaciones Casos familiares  Casos esporadicos
1138 GxA 24 16
1138 GxC o} 0
Otras 0 0
Total 40

Recibido en julio de 1998. Aprobado
en diciembre de 1998.
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siguientes fragmentos: uno de 164 pb correspondien-
tes al alelo normal, y otros dos de 109 y 55 pb co-
rrespondiente al alelo mutado. No se obtuvo pro-
ducto de la digestién con la enzima Mspl.

Es posible que cuando se investigue un mayor ni-
mero de casos cubanos, se identifique en alguno la
segunda mutacion (cambio de G por C) u otra, debido
a que segin algunos autores, ¢l gen del R3FCFE es muy
grande y, por lo tanto, pudieran existir otras mutacio-
nes [12]. De hecho, Superti-Furga encontré una nueva
mutacion en ¢l codén 375 de este gen, que resulta en
una sustitucién de glicina por cisteina [13]. Las otras
posibles mutaciones pudieran llevar a fenotipos
silentes y de ahi que ain no se hayan detectado.

En los acondropléasicos estudiados se ha observa-
do una gran homogeneidad genética, a pesar del ele-
vado por ciento de mutaciones nucvas. Estas muta-
ciones aparecen cn el contexto del dinucledtido CpG,
el cual es conocido como hotspot (sitio caliente) para
las mutaciones de transicion, especialmente si el re-
siduo de citosina esta metilado [26, 27]. La
desaminacion de la 5-metilcitosina resulta en un resi-
duo de timina, y cambia ¢l par de bases G:C por el
par T:A después de la replicacion del ADN. Esta
mutacién es la mas comun en los acondroplasicos
con cromosomas afectados que se han estudiado. Este
sitio, en particular, parece tener un por ciento ex-
traordinariamente alto de mutaciones, considerando-
se ¢l nucledtido 1138 del gen del R3FCF, como cl
nucledtido mas mutable en el genoma humano [16].
Parcce que esta zona se corresponde con un sitio
labil del genoma, dada la alta tasa de mutaciones nue-
vas quc tiene este gen, siendo la mayoria de los casos
esporadicos.

Conclusiones

Todos los pacientes presentan la mutacion principal,
cambio de G por A en cl nucledtido 1138, con una
gran homogencidad mutacional.
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