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Caracterizacion clinica y genético-molecular
de un paciente con enfermedad granulomatosa
cronica ligada al X. Reporte de una nueva
mutacion asociada al splicing. Caso clinico
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ABSTRACT

Clinical, genetic and molecular characterization of the X-linked chronic granulomatous
disease. A case report of a new splicing mutation

Chronic granulomatous disease (CGD) is caused by mutations in the genes that encode five of the subunits
of the human NADPH oxidase. The most common form is caused by mutations in CYBB, the human gene
encoding gp 91 phox. Objective: To identify the molecular defects causing CGD. Case report: A male patient
with a history of acute diarrhea and recurrent perianal abscess since two months old. At 6 months, the patient
presented a chronic inflammatory disease of the colon and bacterial colitis. After three years, he developed
infections in the lower and perianal respiratory tract. The cDNA analysis identified abnormal mRNA expres-
sion, which was confirmed by sequencing. Specifically the exclusion of exon 2 was observed. Additionally,
gDNA sequencing identified an alteration in the acceptor splice site of intron 1, including a deletion followed
by insertion of three nucleotides (c.46-14 -11delTTCT insGAA). Conclusions: The first molecular study of a
patient with CGD due to splicing pattern change, reported in Colombia, is presented. The definition of the mu-
tation and its correlation with the phenotype is essential to provide appropriate genetic counseling to patients
and their families.
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RESUMEN

Introduccién: La Enfermedad Granulomatosa Cronica (EGC) se presenta como consecuencia de mutaciones
en los genes que codifican 5 de las subunidades del sistema NADPH oxidasa humano. Su forma mas comun es
causada por cambios en el gen CYBB que codifica gp91 phox. Objetivo: Identificar el defecto molecular que
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lleva a la presentacion de la EGC. Caso clinico: Paciente de sexo masculino con antecedentes de enfermedad
diarreica aguda y abscesos perianales recurrentes desde los 2 meses. A los 6 meses, present6 una inflamacion
cronica del colon y colitis bacteriana. A los 3 afios tenia infecciones en las vias respiratorias inferiores y peria-
nales. Estudio compatible con EGC. El analisis del ADNc identifico expresion anormal del ARNm, lo cual se
confirmo al realizar la secuenciacion. Especificamente se observo la ausencia del exon 2. Adicionalmente, los
datos de la secuenciacion del ADNg identificaron una alteracion en el sitio aceptor de “splicing” del intrén 1,
que incluye una delecion seguida de la insercion de 3 nucleétidos (c.46-14 —11delTTCT insGAA). Conclu-
siones: Se presenta el primer estudio molecular de un paciente con EGC por defecto de “splicing” reportado
en Colombia. La definicion de la mutacion y su correlacion con el fenotipo es importante para proveer una

apropiada consejeria genética al paciente y su familia.

(Palabras clave: Enfermedad Granulomatosa cronica, gp91 phox, splicing, NADPH oxidasa).
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Introduccion

La Enfermedad Granulomatosa Cronica
(EGC) es una inmunodeficiencia primaria ca-
racterizada por la incapacidad en la destruc-
cion de microorganismos, debido a una defi-
ciente produccion de anioén superdxido y de
otras especies reactivas del oxigeno (ROS, por
sus siglas en inglés) en los fagosomas de los
neutréfilos, a pesar que realizan quimiotaxis,
fagocitosis y degranulaciéon normalmente!.
Se presenta por una alteracion en cualquiera
de los componentes del sistema de la NADPH
oxidasa, como resultado de mutaciones que
afectan los genes que codifican para las protei-
nas gp91 phox, p22 phox, p47 phox, p67 phox
o0 p40 phox?3. Este complejo esta localizado en
la membrana plasmatica y de granulos especi-
ficos de las células fagociticas y se compone
de varias proteinas localizadas en la membrana
y en el citosol'2.

Para la produccion de ROS por el sistema
NADPH oxidasa, es necesaria la interaccion
de los componentes de membrana (gp91 phox
y p22 phox), con los componentes citosolicos
(p47 phox, p67 phox y p40 phox) y las pro-
teinas Rac. En estado de reposo, las proteinas
de membrana y las citosdlicas se encuentran
separadas, pero ante un estimulo externo tal
como la presencia de microorganismos o me-
diadores proinflamatorios, comienza el proce-
so de explosion respiratoria®*,

Los pacientes con EGC presentan alteracio-
nes en la produccion de ROS lo cual los hace
susceptibles a presentar infecciones graves
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a repeticion que involucran ulceras cronicas,
ganglios linfaticos que drenan y neumonia,
ademas se pueden afectar 6rganos como higa-
do, huesos y rifiones®. Los microorganismos
mas comunmente aislados incluyen bacterias
especialmente catalasa positiva, como Sta-
phylococcus aureus y bacilos gram-negativos,
especies de Nocardia, hongos como Aspergi-
lius fumigatus, Candida albicans, Candida
glabrata y Pseudallescheria boydii®®. La inci-
dencia mundial de la EGC oscila entre 1 por
cada 200 6 250 mil nacimientos'’ y en Améri-
ca Latina, en estudios realizados en Argentina,
Chile, Costa Rica y Uruguay, se presenta una
incidencia que esta entre 0,72 a 1,26 casos por
cada 100 mil nacimientos!!.

La EGC sigue un patréon de herencia que
puede estar ligado al cromosoma X, cuando
la proteina afectada es la gp91 phox o auto-
somico recesivo en caso que exista alguna
alteracion en los componentes p47 phox, p22
phox, p67 phox o p40 phox'*'%. Los tipos de
mutaciones que causan la EGC ligada al sexo
(EGC-X), se asocian con aproximadamente el
70% de los casos®. Dentro de las mutaciones
en el gen CYBB se han reportado deleciones
(35,6%), inserciones (7,9%) y deleciones/
inserciones (2,8%). Asi mismo se han repor-
tado defectos en “sitios de splicing” (17,6%),
mutaciones “missense” (21,3%), “nonsense”
(14,1%) y mutaciones en regiones promotoras
(0,7%)".

El objetivo es reportar un paciente con EGC
por un defecto de “splicing”. En este paciente,
se encontré una alteracion en el sitio acep-
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tor de “splicing” del intrén 1 del gen CYBB,
consistente en una delecion de 4 nucledtidos
seguida de la insercion de 3 nucleotidos (c.46-
14 —11delTTCT insGAA).

Caso clinico

Paciente de sexo masculino, producto del
primer embarazo, con controles prenatales,
buena evolucion y parto vaginal espontaneo.
Presenta esquema de vacunacion completo sin
reacciones anormales. A los dos meses de edad
presentd enfermedad diarreica aguda mas abs-
cesos perianales recurrentes. A los 6 meses de
edad presentd inflamacion cronica del colon
y colitis bacteriana producida por Salmonella
sp, requirié hospitalizacion durante 3 sema-
nas con tratamiento antibidtico. A los 3 afios
de edad consulté nuevamente porque presen-
taba cuadros gripales, infeccion en el tracto
respiratorio inferior, eritema en la region pe-
rianal, sintomas dispépticos y adenopatia en
la cadena cervical posterior. Un afio mas tarde
comenzo a presentar foranculos en la cara, do-
lor abdominal difuso, diarrea ocasional, habito
intestinal de 3 a 4 veces al dia y absceso en
la region perianal. Dentro de los antecedentes
familiares, la madre relatd presentar abscesos
recurrentes desde los 17 afios pero no recibe
tratamiento médico.

Reduccion de Nitroblue Tetrazolium (NBT)
Al paciente, su madre y el control sano se
les tomaron muestras de sangre venosa perifé-
rica sin anticoagulante con una jeringa de 1 ml
y se depositaron 6 gotas sobre un portaobje-
tos precalentado para incubar a 37°C durante
30 min en camara humeda, posteriormente las
laminas fueron lavadas con PBS precalentado
a 37°C para retirar el coagulo formado, des-
pués del lavado las muestras fueron incubadas
nuevamente a 37°C y se cubrieron completa-
mente con 2 ml de la solucion de NBT (Sigma
N-6876) 1 mg/mL, previamente mezclado con
forbol miristato acetato (PMA) (Sigma Chemi-
cal Co.) 1 mg/ml a 37°C durante 12 min. Las
laminas fueron fijadas con metanol, tefiidas
con safranina al 1% y visualizadas en micros-
copio oOptico. Se contaron 200 neutrofilos en
campo de inmersion (100X), la generacion de
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radicales de oxigeno se evidencid por medio
de la reduccién del colorante NBT en células
activadas con PMA, con la consecuente forma-
cion de precipitados de formazan de color azul
oscuro. Mas del 95% de los neutrofilos norma-
les deben reducir el NBT.

Citometria de flujo con dihidrorodamina
(DHR)

Se tomaron 4 ml sangre venosa periférica
con EDTA del paciente, su madre y el control
sano. 400 pl de sangre mas 4 ml de una solu-
cion de lisis (Cloruro de amonio 8,3 mg/ml,
bicarbonato de sodio 0,84 mg/ml y EDTA 0,5
M) se incubaron a 37°C durante 5 min, pos-
teriormente fueron centrifugados a 200 g. El
boton de células obtenido fue lavado con bu-
ffer HBSS (Hank’s Buffered Salt Solution), se
adicionaron 400 pL de una solucion de trabajo
(800 ul de buffer HBSS, 3,6 pl de DHR 123
29 mM (invitrogen) y 10 ul de una solucion de
catalasa-buffer HBSS 1X) y se incubd a 37°C
durante 5 min. Para la estimulaciéon de los neu-
tréfilos se adicionaron 100 pL de PMA (Sigma
Chemical Co.) 1 mg/mL y se incubd a 37°C
durante 14 min. La activacion del sistema
NADPH oxidasa fue determinada por la fluo-
rescencia generada por la DHR 123, producto
de la oxidacion de la DHR por el perdxido de
hidrogeno. La medicion fue realizada por cito-
metria de flujo en un citdmetro Becton Dickin-
son FACSCanto II.

Separacion de células mononucleares de
sangre periférica (CMSP)

Se tomaron 15 ml de sangre venosa perifé-
rica en tubo con heparina del paciente, su ma-
dre y el control sano. La muestra fue diluida
en tampon PBS (proporcion 1:2), esta mezcla
fue depositada en un tubo que contenia Ficoll
1077 en una proporcion 1:3 con respecto a la
mezcla y se centrifug6 a 650 g durante 20 min
a temperatura ambiente, el anillo de células
mononucleares obtenido fue extraido cuida-
dosamente y lavado con PBS, posteriormente
se centrifugd a 340 g durante 10 min a tem-
peratura ambiente. La pureza y viabilidad de
las células se determino por conteo en camara
de Neubauer a través de tincion con violeta de
genciana y azul de tripano respectivamente.
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Las células aisladas tenian porcentajes de via-
bilidad y pureza superiores al 95%.

Extraccion de ARN, sintesis de ADNc y PCR

El ARN fue extraido a partir de CMSP por
el método de TRIzol (Invitrogen). E1 ADN co-
pia (ADNCc) fue obtenido a partir del ARN total
por transcripcion reversa utilizando el sistema
ThermoScript RT-PCR System (Invitrogen) de
acuerdo a las especificaciones del fabricante.
Para el estudio del ADNc de gp91 phox se uti-
liz6 una estrategia en la que se amplificaron
3 regiones superpuestas con el fin de abarcar
todo el exoma, para ello se utilizaron tres pares
de cebadores (tabla 1) que amplificaron las re-
giones comprendidas entre los exones 1-5, 3-9
y 7-13.

Las condiciones de la PCR fueron: 2 min
a 95°C, 30 ciclos que incluian 95°C por 15 s,
63°C por 30 s (regiones 1-5 y 7-13) o 42°C
por 30 s (region 3-9) y 72°C por 45 s, ademas
de una extension final a 72°C por 7 min. Los
productos obtenidos fueron analizados por
electroforesis en gel de agarosa al 1,5%, pre-
viamente mezclado con SYBR safe (invitro-
gen). Los fragmentos fueron de 450 pb para la
region 1-5, 700 pb para la region 3-9 y de 900
pb para la region 7-13.

Extraccion de ADN genémico y PCR

El ADN genomico (ADNg) fue extraido a
partir de CMSP por el método de TRIzol (in-
vitrogen) de acuerdo a las especificaciones del
fabricante. Utilizando Cebadores o primers

especificos (tabla 1), se amplifico el exon 2 del
gen CYBB incluyendo los bordes de los intro-
nes 1 y 2. Las condiciones de la PCR fueron 2
min a 95°C, 30 ciclos que incluian 95°C por
15 s, 63°C por 30 s 'y 72°C por 45 s, ademas
de una extension final a 72°C por 7 min. Los
productos obtenidos fueron analizados en gel
de agarosa al 1,5% tefiido con SYBR safe (in-
vitrogen). El fragmento obtenido fue de apro-
ximadamente 230 pb.

Polimorfismos conformacionales de cadena
sencilla (SSCP)

Se estudio el polimorfismo conformacio-
nal de los fragmentos generados por PCR del
ADN gendmico. Los productos amplificados
mas el buffer de carga (0,05% de azul de bro-
mofenol, 0,05% cyanol xylene, 95% formami-
da y 20 mM EDTA) fueron desnaturalizados
a 95°C por 5 min y puestos inmediatamente
en hielo. Las muestras fueron corridas una
electroforesis no denaturante (utilizando un
gel de acrilamida al 12% disuelto en tampon
TBE 10% de glicerol) utilizando 90 voltios a
10°C durante 10 h. El gel con los productos
de AND fue fijado con acido acético al 10%
durante 30 min y tefiido empleando una solu-
cion de nitrato de plata 0,1% y formaldehido
0,14% durante 30 min. El revelado se llevo a
cabo utilizando una solucion de carbonato de
sodio 3%, formaldehido 0,15% y tiosulfato de
sodio 0,02%. El perfil de migracion de las ban-
das del paciente y de la madre fue comparado
con el control sano.

Tabla 1. Cebadores utilizados para al analisis del cDNA y el gDNA del gen CYBB

Region Secuencia del primer Tamano del pro-
ducto

Exones 1-5 Gp91-phox F 5' gct cta gag cat gag ggg ctc tcc att ttt gtca 3° 450pb
Gp91-phox R 5 cgg gat ccc gat ttc aga gag tgc tac tga ata a 3’

Exones 3-9 Gp91-phox F 5’ gcc tgce ctg aat ttc aac 3’ 700pb
Gp91-phox R 5’ tca tct gta gct cga tg 3’

Exones 7-13 Gp91-phox F 5' gga atg ccc aat ccc tca g 3’ 900pb
Gp91-phox R 5' ggg cca gac tca gag ttg g 3’

Exén 2 Gp91-phox 2LA 5" gac ttg gga agt cct gac cc 3’ 230pb
Gp91-phox 2RA 5’ cca gcc aat aat gca tgg ga 3’
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Figura 1. Citometria de flujo con dihidro-
rodamina (DHR). Los histogramas corres-
ponden a la poblacion de neutréfilos en
reposo (barra sin relleno) y estimulados
con PMA (barra negra). La estimulacion
produce un incremento en la intensidad
media de la fluorescencia en la poblacion
de neutrofilos que produce ROS. A: Inten-
sidad media de la fluorescencia mayor en
individuo control. B: Actividad oxidativa
deficiente en el paciente con EGC. C: La
madre presenta dos niveles distintos de ac-
tividad oxidativa, correspondientes a dos
poblaciones de PMNSs, tipico en las porta-
doras de la enfermedad.

Secuenciacion

Los productos obtenidos por PCR tanto de
ADNc como ADNg fueron secuenciados con
técnicas estandares (Macrogen Inc. Seul, Ko-
rea). Las secuencias de pacientes y controles
fueron comparadas con las secuencias norma-
les a partir de los datos de GeneBank (Numero
de acceso NM_000397).

El presente estudio conté con la aprobacion
del Comité de Etica de la Facultad de Medici-
na de la Universidad de Antioquia. Medellin-
Colombia. La identidad de los sujetos de este
estudio se mantiene en confidencialidad.

Resultados

Diagnéstico bioquimico de la enfermedad

Las pruebas de NBT y DHR fueron em-
pleadas para hacer el diagnostico bioquimico
de la EGC. Los PMN del paciente no mostra-
ron reduccion del colorante NBT después de la
estimulacion con PMA, mientras que en la ma-
dre se observo un patron de mosaico en el que
un grupo de células reduce el NBT y forman
precipitados de formazan y otras no lo hacen,
lo cual es compatible con estado de portado-
ra de la enfermedad (datos no mostrados). Asi
mismo, la explosion respiratoria cuantificada
por citometria de flujo, a través de DHR, reve-
16 una ausencia de esta funcion en el paciente
después de la estimulacion, mientras que en la
madre se observan dos poblaciones celulares
con diferentes niveles de explosion respira-
toria (figura 1), confirmando asi el estado de
portadora en la madre y por ende una herencia
ligada al cromosoma X.
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Figura 2. Electroforesis en gel de agarosa para los produc-
tos de ADNc obtenidos por PCR para los exones 1-5. A: In-
dividuo control, correspondiente a un tamafio aproximado
de 450pb. B: Paciente, se presenta una banda de menor ta-
mafio (sefialada con una flecha). C: Madre, se aprecian dos
bandas de diferente tamafio correspondientes a la expresion
del alelo defectuoso (sefialado con una flecha) y del normal
portadora.

Anadlisis de la expresion de ARNm

El analisis del ADNc de gp91 phox de los
productos obtenidos por PCR de los exones
1-5, 3-9 y 7-13 revel6 un patrén de migracion
anormal en la region 1-5 en el paciente. Se ob-
servo una banda de menor tamafio con respec-
to al control, mientras que en la madre se evi-
dencio la presencia de dos bandas de diferente
tamafio, una similar a la del paciente y otra con
el mismo perfil electroforético del control, es
decir, la expresion de un alelo normal y uno
mutado que da la caracteristica de portadora
(figura 2). Para confirmar el defecto especifico
en el ADNc, se realizd la secuenciacion de la
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Figura 3. Secuenciacién del ADNc de control, pa-
ciente y madre. A y B: Secuencia de la union de los
exones 1-2 y 2-3 del individuo control. C: Secuencia
del paciente que muestra la region 3’ del Exon 1 se-
guida de la region 5° del Exon 3 como consecuencia
de la delecion del Exon 2. D: Secuencia de la madre
portadora con la presencia de una doble secuencia. La
barra representa el limite entre un exén y otro.

Figura 4. Secuenciacion del
ADN genomico. A: secuencia
del individuo control. B: secuen-
cia del paciente que muestra una
alteracion en el sitio aceptor de
“splicing” del intron 1 (zona
sombreada en gris), que incluye
una delecion de 4 nucleotidos
seguida de la insercion de 3 nu-
cledtidos (c.46-14_—11delTTCT
insGAA). C: secuencia de la
madre que muestra la secuen-
cia normal y la mutada. La zona
sombreada en azul corresponde
al inicio del ex6n 2.
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region comprendida entre los exones 1-5. Los
resultados mostraron la ausencia total del exon
2 en el paciente, mientras que en la madre se
observod una secuencia normal y otra mutada
con la delecion del exon 2 (figura 3).

Andlisis del ADN gendmico

Teniendo en cuenta la ausencia del exon
2, se procedio a analizar el ADNg con el fin
de determinar el sitio exacto de la mutacion.
En primera instancia, ADN del paciente, de
la madre y del control fue utilizado para am-
plificar el exon 2 incluyendo los bordes de los
intrones 1 y 3. El analisis por SSCP eviden-
ci6 un patrén de migracion alterado tanto en
el paciente, como en la madre, con respecto al
control (datos no mostrados). La secuencia-
cion de esta region identifico una alteracion
en el sitio aceptor de “splicing” del intrén 1,
consistente en una delecion de 4 nucleétidos
seguida de la insercion de 3 nucleotidos (c.46-
14 —11delTTCT insGAA) (figura 4).

Discusion

La EGC ligada al cromosoma X es una en-
fermedad que se presenta cuando hay altera-
ciones en el gen CYBB que codifica para la
proteina gp91 phox. Las multiples infecciones
que present6 el paciente de manera recurrente
llevo a la sospecha de algiin desorden en su
sistema inmune, el tipo de manifestaciones
tales como abscesos recurrentes, inflamacion
del tracto gastrointestinal, infeccion en las vias
respiratorias inferiores y adenopatias coinci-
den con las presentaciones clinicas asociadas
ala EGC%.

El uso de la prueba de NBT y la citometria
de flujo con DHR permiten establecer el diag-
noéstico bioquimico e igualmente contribuyen
a identificar el patron de herencia de la enfer-
medad. Los resultados negativos de estas prue-
bas en el paciente demostraron la incapacidad
de las células fagociticas para producir ROS
(0%) (figura 1). En la madre la presentacion
en mosaico en el NBT y las dos poblaciones
celulares observadas a través de citometria de
flujo con la DHR, permitié demostrar su esta-
do de portadora el cual se puede relacionar con
la presentacion de abscesos recurrentes desde
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los 17 afios. En este reporte se pudo correlacio-
nar el defecto bioquimico con las alteraciones
moleculares que llevaron a una falla en la ex-
plosioén respiratoria.

La electroforesis de los Exones 1-5 del
ADNCc del paciente mostré una banda de me-
nor tamafio con respecto al control (figura 2).
De especial importancia fue el resultado de la
madre pues en ella se logré evidenciar en el
fragmento 1-5 una banda de menor tamafio
igual a la del paciente, correspondiente a un
alelo mutado y una banda de tamafio igual a
la del control que corresponde al alelo normal.
Este hallazgo se correlaciond con el diagnosti-
co bioquimico de la enfermedad, debido a que
en la madre se observo un patréon de portadora
de la EGC. Asi, los resultados obtenidos a tra-
vés del estudio de la secuencia ADNc, (figura
3) permitieron observar la delecion del exon 2,
resultados que llevaron a la sospecha de una
posible mutacion que estuviera afectando el
procesamiento del ARNm.

La secuenciacion del ADNg identifico una
alteracion en el sitio aceptor de splicing del in-
tron 1, que incluye una delecion de 4 nucleo-
tidos seguida de la insercion de 3 nucleotidos
(c.46-14 —11delTTCT insGAA) (figura 4),
este defecto fue previamente reportado por
nuestro grupo en la tercera base de datos de
mutaciones en individuos con EGC". Esta
mutacion probablemente origind un defecto
en la maquinaria del “spliceosoma” para lle-
var a cabo el procesamiento del ARN primario,
generandose un corte en el 5’ del intron 1 y
haciendo el empalme con el sitio 3’ del intron
2, ocasionando la deleciéon total del exon 2.
Esta delecion podria traer como consecuen-
cia directa la traduccion incompleta de las
regiones de union transmembrana de la pro-
teina gp91 phox (NCBI Reference Sequence:
NM _007052.4; grafico disponible en: http://
www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/1485368727r
eport=graph).

Otros estudios han descrito mutaciones en
sitios de “splicing” en el gen CYBB cuyas con-
secuencias interfieren en el procesamiento del
ARNmMm, en algunos casos estos defectos llevan
a un fenotipo en el que no se expresa la protei-
na o en otros casos hay expresion de una pro-
teina con alteraciones funcionales'*?'-?*. En un
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estudio realizado por Roesler J et al, en 1999,
se describen cuatro pacientes con mutaciones
en sitios de splicing, en uno de ellos se presen-
ta la delecion total del exon 2 (ex2GGgtaag-
ex2GGgtaaa), si bien la mutacion difiere de
la reportada en nuestro estudio, el fenotipo es
similar ya que la produccion de ROS es nula®.
Asimismo, se ha reportado que las mutaciones
en sitios de splicing son frecuentes en pacien-
tes con EGC ligada al X*. Si bien las mutacio-
nes que implican defectos en el corte y empal-
me del ADNc son comunes en el gen CYBB
este estudio corresponde al primer reporte de
un paciente colombiano con una mutacién en
el sitio aceptor de splicing del intron 1 en el
gen CYBB que conlleva a la presentacion de
la EGC.

Conclusiones

A pesar de que se han realizado extensas
investigaciones acerca del sistema NADPH
oxidasa y de los mecanismos, tanto molecu-
lares como genéticos acerca de la EGC, ac-
tualmente quedan muchos vacios en cuanto
al conocimiento de esta inmunodeficiencia, lo
cual deriva en la dificultad para el tratamiento
terapéutico de los pacientes, ya que muchos de
los mecanismos de sefializacion e interaccion
entre los componentes de este complejo enzi-
matico ain son inciertos. Asi mismo, aunque
la incidencia de esta enfermedad es relativa-
mente baja, se debe profundizar en trabajos
que contribuyan a dilucidar cada uno de los
mecanismos que intervienen en el proceso
de la explosion respiratoria, de esta forma las
alternativas para el tratamiento seran mucho
mas eficaces y la calidad de vida de los pacien-
tes aumentara notablemente. Es por esto que
la definicion de la mutaciéon y su correlacion
con el fenotipo es importante para proveer una
apropiada consejeria genética y prondstico cli-
nico al paciente y su familia.
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