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RESUMEN

La Osteocondromatosis Multiple Hereditaria (OMH) es la causa mas frecuente
de tumores 6seos benignos, con una prevalencia calculada de 1 en 50,000, sin
embargo, la prevalencia en poblacibn mexicana es desconocida. Esta
enfermedad presenta un patron de herencia mendeliano (autosomico
dominante), con una penetrancia de casi el 100% y expresividad variable.
Hasta el momento se conocen 2 genes cuyas mutaciones estan relacionadas
con la enfermedad: EXT1 y EXT2, mapeadas en 8q24 y 11pll-pl2,
respectivamente.

Objetivo: analizar los exones 1, 2 y 9 del gen EXT1 en un grupo de pacientes
mexicanos con Osteocondromatosis Mdltiple Hereditaria, en la blusqueda de
mutaciones en estos hot spots mutacionales previamente reportados.

Materiales y Métodos: se estudiaron 14 pacientes, 6 del sexo masculino y 8
del sexo femenino, por medio de un cuestionario para recabar los datos clinicos
mas significativos de la enfermedad; asi mismo, se solicitaron radiografias de
huesos largos, para corroborar la localizacidon anatdmica y caracteristicas de
los osteocondromas. Ademas, se realizo el andlisis molecular de los exones 1,
2y 9 del gen EXT1, por medio de la técnica de secuenciacion, para busqueda
de mutaciones en su secuencia.

Resultados: en nuestra serie de pacientes analizados, son una constante los
hallazgos de asociacion familiar, presencia de dolor, deformidad y la necesidad
de mudltiples intervenciones quirdrgicas para reseccion de osteocondromas.
Con respecto a la localizacion anatomica de los osteocondromas, encontramos
hallazgos que corresponde a lo reportado en la literatura médica; sin embargo,
la talla baja no es hallazgo clinico frecuente en nuestra serie de pacientes. En
el estudio molecular encontramos un cambio de nucledétidos en el exén 9 (T por
G), que determina una substitucién de aminoacidos (E587D).

Conclusiones: la Osteocondromatosis Mdultiple Hereditaria es una enfermedad
con una marcada expresividad variable entre miembros de una misma familia.
El hallazgo molecular reportado podria corresponder a una mutacion o a un
polimorfismo frecuente en poblacion mexicana. Este es el primer estudio que
se realiza en poblacién mexicana para busqueda de mutaciones en EXT1, sin
embargo, es necesario realizar mas investigacion con el objetivo de establecer
el genotipo en nuestra poblacion y de tal modo poder establecer una
correlacion genotipo-fenotipo.
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ANTECEDENTES

La Osteocondromatosis Multiple Hereditaria (OMH), antes llamada Exostosis
Multiple Hereditaria, se caracteriza por la presencia de multiples
osteocondromas (tumores 6seos benignos cubiertos de cartilago), se localizan
predominantemente en las metéafisis de los huesos largos, lo que puede
condicionar la presencia de dolor, deformidades éseas y talla baja. En los
casos severos ocurre degeneracion maligna y decremento en la calidad de vida
debido a las multiples intervenciones quirdrgicas que se requieren para
reseccion de los osteocondromas. Esta enfermedad presenta un patrén de
herencia mendeliano (autosémico dominante), con una penetrancia elevada, de
mas del 95%. Su prevalencia es de 1 en 50,000 individuos dentro de la
poblacion general (Schmale et al 1994) y parece ser mas frecuente en varones
(relacion hombre-mujer 1.5:1). Esto podria deberse a que los varones suelen
presentar un fenotipo mas severo y son diagnosticados con mayor frecuencia
(Legeai-Mallet et al 1997). Sin embargo, hay poblaciones con prevalencias tan
altas como 1 en 100 (reportada en una poblacion pequefia de Guam) (Krooth et
al 1961). La forma solitaria (esporadica) de osteocondroma es
aproximadamente seis veces mas comun que la forma mdltiple de
osteocondromatosis. Aproximadamente, 62% de los pacientes con

osteocondromas multiples tienen una historia familia positiva de la enfermedad.

Clinicamente la Osteocondromatosis Mdultiple Hereditaria se caracteriza por la
presencia de 2 o mas osteocondromas en huesos largos, los cuales aparecen
principalmente en la primera década de la vida, disminuyendo el crecimiento
cuando las placas de crecimiento se cierran en la pubertad. Son de dos tipos:

sésiles o pediculados, dependiendo si son de base amplia o no. El nimero de
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osteocondromas puede variar significativamente dentro y entre familias. Se
pueden encontrar una serie de complicaciones ortopédicas como: deformidad
de antebrazo (figuras 2 y 3), desigualdad en la longitud de miembros,
angulacion en varo o valgo de rodilla y riesgo de fracturas. Se han identificado
2 genes, cuyas mutaciones estan relacionadas con la enfermedad: EXT1 vy
EXT2, mapeados en 8924 y 11pll-pl2 respectivamente. Ambos genes
codifican para glucosiltransferasas involucradas en la biosintesis de heparan
sulfato (HS), pero hasta el momento no se conoce por completo el mecanismo

fisiopatogénico de la enfermedad.

Historia natural de la enfermedad

Al nacimiento aproximadamente un 5% de los individuos con la mutacion
presentan osteocondromas, el cual aumenta a 96% a la edad de 12 afos
(Legeai-Mallet et al 1997). La edad promedio del diagnostico son los 3 afios.
Desde el punto de vista morfolégico, los osteocondromas se comportan de
manera similar a la placa de crecimiento epifisiaria (Hammetman et al 2006), en

donde se pueden distinguir diferentes zonas de osificacion endocondral.

Tal y como ocurre en las placas de crecimiento, los osteocondromas dejan de
crecer después de la pubertad, por lo que estas lesiones aumentan en namero
y tamafio durante el desarrollo esquelético y dejan de crecer con la madurez
esquelética. Sin embargo, es posible que se desarrollen nuevas exostosis en la
edad adulta. Se calcula que para la vida adulta, el 75% de los individuos

afectados tendra alguna deformidad 6sea (figura 1). Se ha observado que los
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varones tienden a presentar un fenotipo mas severo que las mujeres, sin que

se conozca con exactitud la causa de este fendmeno.

Los sitios anatdmicos en donde se presentan los osteocondromas con mayor
frecuencia son: escépulas, humeros, antebrazos, tobillos y rodillas, siendo éste
altimo uno de sitios anatémicos donde se encuentran con mayor frecuencia
osteocondromas (70%), por lo que en caso de sospecha diagnostica se

solicitan radiografias de rodillas (figuras 1y 2).

Por otro lado, se ha reportado que 40% de los individuos con
osteocondromatosis multiple presentan talla baja, aunque en algunos casos se
puede deber a interferencia con el crecimiento linear de los huesos largos de la
piernas, que resulta en una disminucién de la talla final en la edad adulta

(Porter et al 2004).

Figura 1. Paciente con OMH en rodillas y tobillos, que da lugar a deformidad en

miembros inferiores.
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Figura 2. Iméagenes radiograficas que muestran osteocondromas alrededor de la
rodilla, pelvis y fémur proximal. La radiografia de la extrema derecha muestra
deformidad del antebrazo (acortamiento de la ulna con encorvamiento secundario del

radio).

HH

Figura 3. Imagen izquierda: radiografia que muestra osteocondroma en el fémur.

Imagen derecha: encorvamiento del radio con acortamiento de ulha, que condiciona

deformidad del antebrazo.
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Figura 4. Sitios anatémicos en donde se presentan con mayor frecuencia los

osteocondromas en la OMH.
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Diagnostico

El diagndstico se realiza con base en los hallazgos radiograficos de mdltiples
exostosis (la caracteristica radiografica clave para distinguirlo de los
encondromas, es la presencia de un flujo ininterrumpido del hueso cortical y
medular del hospedero dentro del osteocondroma), los antecedentes familiares
del paciente, consistentes con un patron de herencia autosémico dominante y
datos histolégicos propios del osteocondroma. También se puede realizar el
diagnéstico molecular, buscando mutaciones puntuales o deleciones en los

genes EXT1y EXT2.

En caso de sospecha de malignidad, se debe realizar resonancia magnética
(RM) o tomografia axial computarizada (TAC) para evaluar el tamafio del
capuchon cartilaginoso, teniendo precaucién cuando éste presenta mas de 1.5
cm de grosor. También podemos apoyarnos de técnicas como PET y estudios

de medicina nuclear.

Diagnoésticos diferenciales

Hace algunos afios los osteocondromas se conocian como exostosis, sin
embargo, actualmente se recomienda utilizar el término osteocondroma, ya que
éste hace referencia a un crecimiento cartilaginoso que osifica, y no
simplemente a un crecimiento de hueso. El diagndstico diferencial de la OMH
es amplio, abarcando sindromes de microdelecion, la presencia de un
osteocondroma aislado y enfermedades que cursan con encondromas; sin
embargo, cada una de estas condiciones tiene caracteristicas clinicas y

radiolégicas particulares que permiten realizar el diagnostico diferencial con la
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OMH. Es importante descartar alguna otra condicion clinica que semeja a la
OHM, por lo que a continuacion se describen las caracteristicas clinicas de los

diagnésticos diferenciales.

Osteocondroma solitario. Presente en el 1-2% de la poblacion, caracterizado
por la presencia de un osteocondroma aislado benigno y con caracteristicas

radiolégicas similares a OMH.

Metacondromatosis. Condicibn con patron de herencia autosomico
dominante, caracterizado por la presencia de osteocondromas y encondromas
(radiologicamente distinguible del osteocondroma). En la metacondromatosis
los osteocondromas se localizan principalmente en los dedos y no provoca

deformidad de huesos largos.

Sindrome Langer-Giedon (sindrome trico-rino-falangico). Este es un
desorden gendmico caracterizado por microdelecion de los genes EXT1 y
TRPS1 en 8g24.11. Clinicamente se caracteriza por exostosis multiple, retraso

mental, cabello delgado, nariz bulbosa y alteraciones en falanges.

Sindrome Potocki-Shaffer. Es un sindrome de microdelecion 11pll, que
involucra delecion del gen ALX4 y clinicamente se manifiesta por defectos de

osificacion del craneo.

Encondromatosis (enfermedad de Ollier y sindrome de Maffucci). Con
caracteristicas radiologicas distinguibles de un osteocondroma. La mayoria de
los casos son esporadicos, aunque se ha reportado un patrén de recurrencia

compatible con herencia autosomica dominante.
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Complicaciones

Los osteocondromas se pueden asociar a con una reduccién en el crecimiento
esquelético de los huesos largos, deformidad Gsea, restriccion en la movilidad
articular, osteoartrosis prematura, talla baja y compresion de nervios

periféricos.

Una de las complicaciones mas importantes a considerar en pacientes con
OMH, es la degeneracion maligna a condrosarcoma, con incidencias de 0.5 al

20%; esta degeneracion maligna aumenta con la edad.

Tratamiento

El tratamiento es sobre todo ortopédico e incluye sobre todo la reseccién de los
osteocondromas. Esto se recomienda cuando los osteocondromas ocasionan
dolor intenso, compresion nerviosa, deformidad de antebrazo, o bien, por
cuestiones estéticas muy particulares. Se recomienda mantener una estrecha
vigilancia del tamafio de los osteocondromas sobre todo en la edad adulta, esto

con el fin de identificar tempranamente la degeneracién maligna.

Aspectos genéticos

La Osteocondromatosis Multiple Hereditaria tiene un patrén de herencia
autosémico dominante, con una penetrancia de aproximadamente 96%.
Algunos autores calculan que diez por ciento de los casos de OMH se deben a

mutaciones de novo (Schmale et al 2008).
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Se conocen 2 genes asociados con OMH:

e EXT1

o EXT2

Sin embargo, se ha sugerido un tercer gen, EXT3, mapeado en el cromosoma
19 (Le Merrer et al 1994), no obstante esto no se ha comprobado adn. Por otro
lado, hay estudios que descartan mutaciones en los 3 loci descritos
(cromosomas 8, 9 y 19), lo que sugiere otros loci para OMH aun no
identificados (Hecht et al 1995). Se ha reportado que las mutaciones en EXT1
(aproximadamente 56% - 78% de los casos de OMH) son mas frecuentes que
en EXT2 (aproximadamente 21% - 44% de los casos), sin embargo, hay que
considerar que esto puede variar de acuerdo a la poblacién y grupo étnico
estudiado, Cabe sefialar que la mayoria de los estudios se han encaminado a

la identificacion de mutaciones en EXT1.

EXT1 y EXT2 pertenecen a una gran familia de genes homologos, la familia
EXT de genes tumor supresor. Se han clonado genes homologos adicionales
como los EXT-like (EXTL1, EXTL2 y EXTL3). En humanos, las proteinas EXT,
exoxtosina 1 y exostosina 2 son glucoproteinas de 746 y 718 aminoacidos,
respectivamente. EXT1 y EXT2 tienen wuna estructura glucoprotéica
transmembranal tipo Il y ambas proteinas se localizan predominantemente en
el reticulo endoplasmico. Dichas proteinas poseen actividad N-
acetilglucosamina (GlcNac) y acido D-glucurdnico (GlcA) transferasa (T),
representativas de una HS-polimerasa (HS-pol). Se piensa que EXTL2 inicia la
formacion de la cadena de HS transfiriendo el primer residuo GlcNac a una

secuencia ligada a un tetrasacarido especifico en la proteina central de
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proteoglucanos de HS, proporcionando asi el sustrato para la polimerizacién
por EXT1 y EXT2. Estudios indican que EXT1 y EXT2 forman un complejo
heterooligomérico in vivo, lo que da lugar a la acumulacion de ambas proteinas
en el aparato de Golgi (Kobayashi et al 2000; McCormick et al 2000). El
complejo EXT1 / EXT2 localizado en Golgi posee substancialmente mayor
actividad glucosiltransferasa que EXT1 aislado, sugiriendo que este complejo
representa la forma biologicamente relevante de la enzima HS-polimerasa
(McCormick et al 2000). Estos hallazgos han sido confirmados en levaduras

(Senay et al 2000).

Este modelo heterooligomérico en la sintesis de HS explica porqué mutaciones
en cualquiera de estos 2 genes resulta en la presencia de Osteocondromatosis

Multiple Hereditaria (McCormick et al 2000).

Modelos in vivo han demostrado la importancia de HS para un adecuado
crecimiento y desarrollo del cartilago. Por otra parte, se ha confirmado la
relacion entre EXT y Osteocondromatosis Multiple Hereditaria, quedando claro
que la expresion de exostosina es significativamente menor en condrocitos

derivados de OMH (Bernard et al 2001).

La mayoria de las mutaciones en EXT1 y EXT2 resultan en una proteina trunca
y en pocos casos las mutaciones afectan residuos de aminoécidos
principalmente en el extremo N terminal de las proteinas EXT1 y EXT2 (Wuyts

and Van Hul 2000).

Se ha reportado que los residuos de aspartato son componentes importantes
de sitios cataliticos para actividad glucosiltransferasa (Busch et al 1998), lo cual

posteriormente fue corroborado por Cheung y colaboradores (2001).

Pagina | 17



Confirmando que EXT1 requiere un residuo aspartato (D) en la posicién 164

para una funcion HS-polimerasa.
Gen EXT1

El gen EXT1, se localiza en 8g24.1 y consta de 11 exones (figura 5). La region
codificante esta compuesta de 3.4-kb de cDNA y codifica para una proteina de
746 aminoacidos (figura 7) con un peso molecular de 86.3 kD. El producto de

EXT1, la proteina exostosina 1, se expresa en varios tejidos.

Q27K N316S A486VP496L

D164H R280G G338D H627del
R280S R340S
R340C
R340L NULL
R340H MUTANTS

Figura 5. Representacion esquematica de la region codificante de EXT1, ilustrando
los 11 exones del gen EXT1. Se ilustran algunas de las mutaciones de sentido
equivocado reportadas; en la parte de abajo se muestran las mutaciones null, que
impiden la biosintesis de HS y en la parte de arriba las mutaciones activas, que se ha

comprobado permiten la sintesis de HS (Cheung et al 2001).
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Gen EXT2

El gen EXT2 se localiza en 11p12-pll y consta de 14 exones. Codifica para

una proteina de 718 aminoacidos, con un peso molecular de 82 kD. EXT2

presenta una gran homologia con el producto de EXT1 y tiene un mRNA de

3.5-kb (figura 6).

EXT2

C I TRAT
e 269-2T1GGT=AAA

¢ 451-461dup
e A8 ddel

€. T3+ 1G=C
1 13%dupT
e 1191dels

¢.1173

. 1151-1154delAGAT.

Figura 6. Representacion esquematica de la regiéon codificante de EXT2, ilustrando

los 14 exones del gen EXT2. Se muestra la distribucién de algunas mutaciones

detectadas (Jennes et al 2008).

=
cytoplasm = lumen
ER GIcA-TII
membrane catalytic domain
— P496L
E§ D164H N316S A486V
CEXTi) w B RSk B RE % coo
— Q27K R280G/S G339D AH627
746 a.a. =] R340S/C/LH
a
(=)
=
=
E§ L152R
. NH AR X T > COOH
" EXT2 il = K,
~1C85R R223P
718 a.a. Q D227N
=
=
=
(@]

Figura 7. Representacion esquematica de las proteinas EXT1 y EXT2 (Duncan

2001).
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La expresiéon andmala de los genes EXT en la OMH y en los condrosarcomas

por mutaciones, probablemente altera la sintesis de proteoglicanos de heparéan

sulfato, y en consecuencia afecta la via de sefalizacion IHH/PTHLH/FGF.

Mutaciones en los genes tumor supresor EXT1 y EXT2 resultan en un complejo

EXT1/EXT2 disfuncional que se cree altera la biosintesis de heparan sulfato en

la placa de crecimiento, dando lugar a la formacion de un osteocondroma

(Hameetman et al 2007). Esto puede dar lugar a un inadecuado transporte de

proteoglucanos de heparan sulfato a la superficie celular, resultando en el

acumulo intracelular en el aparato de Golgi (figura 8).
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Figura 8. Tomado de Hameetman 2007. Representacién esquematica de la funcion
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del complejo EXT1/EXT2 en un tejido normal (A) y en tumores (B). (A) en tejido
normal, EXT1 y EXT2 forman un complejo hetero-oligomérico involucrado en la
biosintesis de heparan sulfato (HS) en el aparato de Golgi. El complejo EXT1/EXT2
polimeriza disacéridos de HS sobre proteinas centrales de proteoglucanos para formar
proteoglucanos de HS (HSPGs). Los HSPGs son posteriormente transportados a la
membrana celular o a la matriz extracelular (ECM). (B) Modelo hipotético de
biosintesis aberrante de HS en osteocondromas y condrosarcomas. Se ha demostrado
expresion disminuida de EXT1 y/o EXT2 en tumores hereditarios y solitarios
((Hameetman et al 2007). Un complejo protéico EXT1/EXT2 aberrante probablemente
no sera capaz de polimerizar completamente disacaridos de HS. Los genes EXTL
pueden ser capaces de polimerizar cadenas mas cortas. Algunos estudios
(Hameetman et al 2007) han sugerido que los HSPGs anormales no son
adecuadamente transportados a la membrana celular y a la matriz extracelular y son

retenidos en el aparto de Golgi y en el citoplasma de la célula.

Sefalizacion Hedgehog

Los proteoglicanos de heparan sulfato son muy importantes para establecer
una adecuada sefalizacion en la placa de crecimiento (figura 9), de tal forma
que los genes EXT y las cadenas de heparan sulfato intervienen en la difusién
de IHH (Indian Hedgehog), el cual es parte de una cascada de sefalizacién
que ocurre en la placa de crecimiento. Las moléculas de sefializacion de IHH
se expresan en los osteocondromas, pero su expresion disminuye durante la
progresion maligna a condrosarcoma. La via de sefalizacion Hedgehog juega
un rol importante durante el desarrollo embrionario y postembridnico, en donde
este gen participa en la proliferacién y diferenciacion celular. Si las proteinas
EXT son defectuosas o bien estan ausentes, la expresion de los
proteoglicanos de heparan sulfato en la superficie celular puede ser alterada o
ausente, afectando la difusion de IHH a su receptor. En la placa de crecimiento,

Indian Hedgehog regula la proliferacion y diferenciacion de condrocitos, junto
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con la hormona semejante a la hormona paratiroidea (PTHLH). En pacientes

con OMH se han detectado alteraciones en la via de sefializacion IHH.
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Figura 9. Tomado de Hameetman 2006. Sefializacién IHH/PTHLH en la placa de
crecimiento postnatal. En la zona de transicién IHH se une a PTCH, liberando su
efecto inhibitorio sobre Smoothened (SMO). Entonces SMO activa el factor de
transcripcion GLI2, que subsecuentemente se mueve al nulcleo para comenzar la
transcripcion de genes blanco de IHH. Uno de estos blancos es PTHLH (hormona
semejante ala hormona paratiroidea). Después PTHLH se une a su receptor PTHR1,
Bcl-2 es sobre expresado, inhibiendo la diferenciacion de condrocitos. Si las proteinas
EXT son defectuosas o estan ausentes, la expresién de proteoglucanos de heparan
sulfato en la superficie celular puede ser alterada o estar ausente, afectando la

difusion de IHH a su receptor (Hameetman et al 2006).
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En conclusién, se ha demostrado que en la osteocondromatosis hereditaria la
inactivacion mutacional de EXT1 o de EXT2 da lugar a la pérdida de la
expresion de mRNA del gen correspondiente (Hameetman et al 2007). Se cree
que esta pérdida de expresion de EXT interrumpird la funcion del complejo
EXT1/2 en la biosintesis de proteoglucanos de heparan sulfato, dando lugar a
la acumulacion intracelular de proteinas nucleares de proteoglicanos de

heparan sulfato que se encuentran en estos tumores.

Progresion a malignidad

La via de sefializacion Indian Hedgehog (IHH) interviene en procesos de
tumorigénesis, asi como en el proceso de osificacibn endocondral, lo que
sugiere su participacion en el desarrollo de osteocondromas y el desarrollo de
condrosarcomas. Algunos investigadores (Bovée et al 2000 y Hameetman
2005) han demostrado que moléculas corriente abajo en las vias de
sefializacion IHH/PTHLH no se expresan en osteocondromas, lo que sugiere
que la sefializacion de crecimiento estd alterada. Por otro lado, la
transformacién maligna da lugar a re-expresion de estas moléculas de
sefializacion. A pesar de la inactivacion de la via de sefalizacion IHH, existe
una sefializacion PTHLH (parathyroid hormone-like hormone) independiente de
IHH activa en los condrosarcomas, y un candidato para activar la sefializacion
PTHLH en ausencia de IHH, es el gen TGF-beta (transforming growth factor-g),
el cual puede regular la expresion de PTHLH, por lo que se propone que la via
de sefalizacion TGF-beta es activada en condrosarcomas con alto grado de
malignidad (Hameetman et al 2006), por lo que es posible que en

condrosarcomas, TGF-beta active genes blanco especificos necesarios para

Pagina | 23



adquirir un fenotipo maligno. En conclusion, se plantea que en la degeneracion
maligna de un osteocondroma a condrosarcoma, existe una disminucion de la

sefializacion Indian Hedgehog (ver figura 10).

osteochondroma chondrosarcoma chondrosarcoma chondrosarcoma
grade | grade Il grade Il

chondroid
matrix

cellularity

cellular
organization

PTHLH
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IHH
signalling
Wnt
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TGF-B
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Il

Figura 10. Tomado de Hameetman 2006. Representacién esquematica de los
cambios en la matriz extracelular, celularidad y la expresion de vias de sefializacion en
el curso de la transformacion maligna de los osteocondromas y subsecuente
progresiébn a condrosarcoma periférico. Los diferentes tipos tumorales son
representados por su histologia. En los osteocondromas existe sefializacién IHH, Wnt
y TGF-B, pero no PTHLH. Durante la transformacion maligna de las células tumorales
gue han escapado del control de IHH, la via de sefializacion PTHLH es activada, pero
Wnt disminuye. Durante la progresion de lesiones grado | hacia grado lll, la
sefializacion IHH gradualmente disminuye (Hameetman et al 2006) y la sefializacion
Whnt se pierde. La via de sefializacion proliferativa TGF-$ es sobre expresada durante

la progresion y activa genes blanco necesarios para adquirir un fenotipo mas maligno.
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Correlacién Genotipo-Fenotipo

En la OMH se ha reportado mayor severidad de la enfermedad en personas
con mutaciones en EXT1, incluyendo mayor nUumero de exostosis,
complicaciones y riesgo de degeneracion maligna a condrosarcoma. Por otro
lado, la talla baja es aparentemente mas comun en personas con mutaciones

en EXT1 (Porter et al 2004).

Mutaciones en OMH

La mayoria de las mutaciones reportadas en EXT1 y EXT2 son mutaciones sin
sentido, de corrimiento del marco de lectura y de alteracion del splicing, que
dan lugar a haploinsuficiencia (tabla 1). En el gen EXT1 la mayoria de las
mutaciones son de corrimiento del marco de lectura, del sitio de splice o
mutaciones sin sentido que resultan en terminacion prematura. No obstante,
también se han identificado mutaciones de sentido equivocado (Cheung et al
2001). Los casos hereditarios y esporadicos se relacionan a estos loci ya

conocidos, en los cromosomas 8 y 11 (EXT1y EXT2).

En poblacién estadounidense Hecht et al (1997) analizaron 6 familias con
OMH, encontrando mutaciones en EXT1 en 4 de las familias analizadas. Estas
mutaciones ocurren en los exones 1 y 2. Ellos identificaron mutaciones de
sentido equivocado y cambio del marco de lectura, encontraron ademas
mutaciones en EXT1 en 2 individuos que presentaron condrosarcoma. Estos
autores sugieren un modelo en el cual multiples eventos genéticos pueden ser

necesarios para el desarrollo tumoral.
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Chen y colaboradores (2006), analizaron una serie de pacientes taiwaneses y
reportaron tres nuevas mutaciones; S277X en el gen EXT1 y G194X y
939+1G>A en el gen EXT2, ademés de una mutacion ya conocida (Q172X) en
el gen EXT2. En este estudio se da a conocer una nueva mutacion sin sentido
en EXT1 (S277X) y otra mas en EXT2 (G194X), ademas de una nueva
mutacion del sitio de splicing (939+1G>A) en EXT2. Estos resultados
demuestran que distintas mutaciones en EXT1 y EXT2 estan presentes en

poblacién asiatica con OMH.

En otra investigacion, Cheung y colaboradores (2001) avaluaron el efecto in
vivo de la actividad HS-polimerasa de mutaciones etiologicas de OMH
identificadas en el locus EXT1 de individuos afectados y encontraron que no
todas las mutaciones fueron inactivadoras. Estos resultados elevan las
posibilidades de que estas mutaciones no estan relacionadas a la patogénesis
de la enfermedad y que EXT1 posee funciones adicionales aun no
identificadas. En este estudio, muchas de las mutaciones reportadas mantienen
la habilidad para sintetizar y expresar HS en la superficie celular. Las
mutaciones de sentido equivocado pueden representar polimorfismos raros en
el gen EXT1 o bien, pueden interferir con funciones aun no identificadas de

EXT1 que pudieran estar involucradas en la patogénesis de OMH.

A pesar de que no se reconocian hot spots mutacionales para OMH,
recientemente se ha reportado una mayor frecuencia de mutaciones en los

exones 1, 2, 6y 9 del gen EXT1 (tabla 1).
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Autor

Chen et al

2006

Hecht et

al 1997

Jennes et

al 2008

El analisis de mutaciones en familias con OMH permite no sélo proporcionar

una adecuada asesoria genética, es posible ademas ofrecer la posibilidad de

diagnéstico prenatal.

Tabla 1. Algunas de las mutaciones reportadas en Osteocondromatosis Multiple

NUm. de Herencia

pacientes
1 Familiar
1 Esporédico
1 Familiar
Familiar
6 Familia
5 Familiar
8 Familiar
1 Familiar
1 Familiar
1 Familiar
1 Familiar
1 Familiar

Gen

EXT1

EXT2

EXT2

EXT2

EXT1

EXT1

EXT1

EXT1

EXT1

EXT1

EXT1

EXT1

Hereditaria

localizacion

Exoén 1

Exoén 2

Intron 4

Exoén 1

Exén 1

Exén 1

Exén 2

Exoén 1

Exoén 1

Exoén 1

Exoén 2

Exoén 2

Mutacion

830C>G

580G>T

939+1 G>A

514C>T

1364delC

1035ins4

G1635T

¢.247dupC

€.538-539delAG

€.560-

562delGTAInsC

€.992CA

Consecuencia

Sin sentido

Sin sentido

Splicing alterado

Sin sentido

Cambio del marco de lectura

Cambio del marco de lectura

Sentido equivocado

Cambio del marco de lectura

Cambio del marco de lectura

Cambio del marco de lectura

Sentido equivocado

Sentido equivocado

Pagina | 27



Wells et

al 1997

Familiar

Familiar

Familiar

Familiar

Familiar

Familiar

Familiar

Familiar

Familiar

Familiar

Familiar

Familiar

Familiar

EXT1

EXT1

EXT1

EXT1

EXT1

EXT1

EXT1

EXT1

EXT1

EXT1

EXT1

EXT1

EXT1

Exoén 2

Exon 6

Exon 6

Exon 9

Exon 10

Exon 8

Exon 8

Exo6n 6

Exo6n 9

Exén 1

Exén 6

Intréon 2

Exén 1

€.992CA

c.1019GT

c.1431delC

€.1468dupC

€.1810G>T

c.2051delG

€.1659C>A

€.1685T>C

del T

TGG—TAG

del G

ins T

GT—AT

InsC

Sentido equivocado

Cambio del marco de lectura

Cambio del marco de lectura

Sin sentido

Cambio del marco de lectura

Sin sentido

Sentido equivocado

Cambio de marco de lectura

Sin sentido

Cambio de marco de lectura

Cambio de marco de lectura

Splicing alterado

Cambio de marco de lectura
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Tabla 2. Mutaciones con mayor frecuencia reportadas en EXT1

Jennes et al 2009.
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JUSTIFICACION

Los Osteocondromas son los tumores 6seos benignos mas comunes en la
poblacion. La Osteocondromatosis Hereditaria Mdltiple es una enfermedad con
una alta penetrancia y expresividad clinica variable intrafamiliar, lo que en
algunos casos implica un deterioro importante en la calidad de vida del
paciente y en los casos méas severos la progresion hacia la malignidad. En
México, no existen datos sobre la prevalencia de la enfermedad, sin embargo,
al tratarse de una enfermedad con un patron de herencia mendeliano
(autosémico dominante), tiene un elevado riesgo de recurrencia familiar. El
Instituto Nacional de Rehabilitacion (INR) representa un lugar de referencia de
padecimientos 0seos, lo que lo convierte en uno de los principales motivos de
consulta dentro del servicio de Tumores Oseos y Genética de nuestro instituto.
Finalmente, consideramos este estudio tendra utilidad para investigaciones
futuras que se realicen en poblacion mexicana, ya que permitiria identificar un
patrén de mutaciones en la poblacion mexicana. Esto nos permitird distinguir
las caracteristicas de nuestra poblacién con respecto a lo reportado en otros

grupos.
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Analizar los exones 1, 2, y 9 del gen EXT1, en un grupo de pacientes

mexicanos con Osteocondromatosis Mdultiple Hereditaria.
HIPOTESIS

Por tratarse de una investigacion descriptiva, no requiere hipotesis.
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OBJETIVO

Analizar por medio de la técnica de secuenciacion los exones 1, 2,y 9 del gen

EXT1 en un grupo de pacientes mexicanos.
MATERIAL Y METODO
Disefio
Investigacion clinica descriptiva, transversal y observacional.
Poblacion

Se incluyeron en el estudio a 14 pacientes con el diagnostico clinico y

radiolégico de Osteocondromatosis Multiple Hereditaria.
Criterios de inclusién

1. Pacientes masculinos y femeninos de cualquier edad con el diagndstico
clinico y radiologico de Osteocondromatosis Multiple Hereditaria.
2. Pacientes que hayan aceptado de manera voluntaria participar en el

estudio.
Criterios de eliminacion
1. Muestra de DNA insuficiente para el analisis.
PROCEDIMIENTO
1.- Analisis clinico

Se captaron pacientes con el diagnéstico clinico de Osteocondromatosis
Multiple Hereditaria, referidos al servicio de Genética por el Servicio de
Tumores Oseos del Instituto Nacional de Rehabilitacion (INR). Previa
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explicacion al paciente o tutor sobre el protocolo a realizarse, se procedié a
recabar una hoja de consentimiento informado (anexo 1), asi como una hoja de
recoleccion de los datos clinicos mas relevantes de la enfermedad (anexo 2).
Se procedié a recabar radiografias simples de huesos largos (humero, radio,
cubito, fémur, tibia y peroné), asi como proyecciones de tdérax, manos y pies en
proyecciones anteroposterior y lateral, para poder integrar la hoja de
recoleccion de datos. Con base en esta informacion, se corroboré el
diagnostico de Osteocondromatosis Mdltiple Hereditaria. Posteriormente se

inicié el procedimiento molecular.

2.- Anédlisis molecular

A) Extraccion del DNA genémico

Se extrajo DNA de sangre periférica con método salino sin solventes organicos,

bajo el siguiente procedimiento:

1. Se transfirieron 5 ml de sangre periférica a un tubo cénico de 15 mly se
agrego un volumen igual de solucion TSS (Tris 10 mM a un pH de 7.6,
tritdbn 1% y sacarosa 300 mM).

2. Se agito6 el tubo por inversion.

3. Se centrifugd a 3000 rpm por 6 minutos.

4. Se decant6 el sobrenadante.

5. Se agreg6 al botdn de leucocitos 1 ml de solucion TSS, se agitd
resuspendiendo el botén y se pas6 a un microtubo de 1.5 ml. Se agit6
hasta homogenizar.

6. Se centrifugd 2 minutos a 12,000 rpm.
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7.

8.

Se decanté cuidadosamente el sobrenadante y se afiadid nuevamente 1
ml de solucién TSS (se repitieron de 2 a 3 veces los pasos 5-7).

Al boton limpio se agregaron 570 ul de NaCl 5 mM, se agité 2 minutos,
se colocaron 30 ul de SDS (duodecil sulfato de sodio) al 10% y se agitd
por 5 minutos.

En ese mismo tubo se agregaron 200 pl de NaCl saturado y se agitd por

10 minutos.

10. Se centrifug6 a 11,500 rpm por 15 minutos a 4° C.

11.Se decant6 el sobrenadante en un tubo de 13 x 100 mm estéril.

12.Se anadieron 2 ml de etanol absoluto a -20° C para precipitar el DNA.

13.Se tomé el DNA con una varilla de vidrio, y se lavé con etanol frio al

70%. Se evapor¢ el etanol en condiciones de esterilidad, posteriormente
se resuspendié el DNA con agua estéril de acuerdo con el tamafio del

boton.

14.Se coloco el tubo que contenia el DNA en bafio Maria a 60° C durante 2

horas y posteriormente se guardo a -20° C hasta su uso.

B) Analisis espectrofotométrico del DNA genémico

1.

Se realizé una dilucion 2:98. Para ello se tomé una alicuota de 2 pl de
DNA y se colocé en un tubo eppendorf de 0.5 ml, se adicionaron 98 pl
de agua inyectable y se mezclaron.

Esta muestra se coloc6 en una celda y se realiz6 la lectura
espectrofotométrica a 260 y 280 nm. A partir de estos valores se calculo
la concentracion y la pureza del DNA. A continuacion se muestran las

ecuaciones para obtener la concentracion del DNA de doble cadena
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(dsDNA), teniendo en cuenta que 1 D.O dsDNA (densidad o6ptica de
DNA de doble cadena) = 50 ng/ml.
[dsDNA] = (1 D.O x 260 nm) (50 ng/ml) (factor de dilucion)

pureza = absorbancia a 260 nm / absorbancia a 280 nm

C) Amplificacion de los exones 1, 2y 9 del gen EXT1 mediante

reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es una técnica in vitro de
sintesis de acidos nucléicos, por la cual un fragmento particular de DNA es
especificamente replicado, marcado por dos iniciadores que indican el
comienzo de la secuencia a replicar, la cual se somete a ciclos repetidos de
desnaturalizacion, hibridacion y extension con la enzima Taq DNA polimerasa.

Se obtienen asi multiples copias de la secuencia de interés.

Tabla 3.- Pares de iniciadores de los exones 1, 2y 9 del gen EXT1 y temperaturas de

alineamiento para la amplificaciéon de los productos de PCR.

Exén Secuencias de los iniciadores (5" — 3") Tamarnio del producto | Temperatura de
de PCR (pb) alineamiento (°C)
1 F: 5> GTGCAGAGTCTCCACTTGTG 3’ 571 64

R: 5> GATTTGCTCAGTTCCAGGCT 3’

2 F: 5> GAAAAGTGAGAGCTGCCTGC 3’ 415 64
R: 5> GAGTAAATCCTCCCTCCACC 3’

9 F: 5> CACAGTCCCCGGATTTTGCA 3’ 615 64
R: 5> CTCAGTGATGAATCCCAAGC 3°

Chen et al 2006.
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Se realizé la amplificacion de 3 pares de iniciadores (tabla 3). A continuacion se
muestran las condiciones generales de la PCR, en donde cada tubo de 0.2 ml

contenia solo un par de iniciadores.

Reactivo/exon 1,2,9
Solucién amortiguadora 10X 1x
Desoxinucle6tidos 0.2 mM
Iniciador F 0.5uM
Iniciador R 0.5 uM
Cloruro de magnesio 1.5mM
Enzima Taq Polimerasa 5U/pl 1U
DNA gendmico 100 ng
Agua inyectable c.b.p 20 pul

Programa en el termociclador

El programa de amplificacion para los diferentes exones fue:

94°C 94°C 72°¢C 72°C

6 min 1 min \ / 30seg. | 5min
e s

1 min

|

40 ciclos
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Los productos de PCR fueron sometidos a electroforesis en geles de agarosa
al 2% y tefiidos con bromuro de etidio. Las bandas obtenidas de cada exon

amplificado fueron cortadas y procesadas por la técnica de Qiaex II.

D) Técnica de extraccion de DNA del gel de agarosa (Qiaex Il)

1.- Se adicionaron 300 pl de soluciéon amortiguadora QX1 (con indicador de
pH) a un microtubo de 1.5 mL que contenia el fragmento del gel de agarosa
y se mezclaron manualmente hasta la disolucion del gel.

2.- En ese mismo tubo se colocaron 10 pl de resina QIAEX® II.

3.- Se incubd el microtubo durante 15 minutos a 50° C y se agit6 de manera
constante durante el tiempo de incubacion.

4.- Se centrifugd durante 2 minutos a 14,000 rpm y posteriormente decant6
el sobrenadante.

5.- El botdn se resuspendié en 500 pl de solucion amortiguadora QX1.

6.- Se centrifugd 2 minutos a 14,000 rpm y posteriormente se decanté el
sobrenadante.

7.- Se resuspendio el botén en 500 pl de solucién amortiguadora PE.

8.- Se centrifugd 2 minutos a 14,000 rpm y posteriormente se decanté el
sobrenadante.

9.- Se repitieron los pasos 7 y 8 una vez mas

10.- Se dej6 secar el boton durante 25 minutos.

11.- Se adicioné al microtubo que contenia el boton 30 ul de agua estéril.
12.- Se Incubd durante 10 minutos a temperatura ambiente, con agitacion

manual constante.
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13.- Se incubd una vez mas por 5 minutos a 50° C, con agitacion manual
constante.

14.- Se centrifug6 por 2 minutos a 14,000 rpm y con una punta obtuvo el
sobrenadante y coloco en un tubo estéril de 0.5 pl.

15.- Se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa al 2% con una alicuota

de 5 pul del sobrenadante.

E) PCR de secuencia

En la PCR para secuenciacion se agreg6 un oligonucleétido (F o R) en el tubo
de reaccion que pertenecia al exon correspondiente. En un tubo de 0.2 mL se

adicionaron los siguientes reactivos:

Reactivo Concentracion
Big Dye de terminacién V3.1 1l
Iniciador F6 R 0.48 uM
DNA 30-60 ng
Agua estéril c.b.p 10 pl
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Programa en el termociclador

98°C 96°C 60° C

4 min
6 min 10 seg
50°C

5seg

4°C

I

25 ciclos

F) Filtracion del producto de PCR para secuenciacion

Para filtrar cada producto que se amplific6 para secuenciacion, se utilizé de
manera individual una columna de centrifugacion centri-sep, lo que permitid

excluir sales, DNTPs e impurezas de bajo peso molecular.

1.- Se adicionaron a una columna 800 pl de agua estéril.

2.- Se dejo reposar al menos 1 h.

3.- En la parte inferior de la columna colocé la base recolectora de desechos y
se centrifugd a 3,000 rpm a 22° C por 5 minutos.

4.- Se sustituyo la base recolectora por un tubo eppendorf de 0.5 ml.

5.- Se adicion¢ a la columna 10 pl del producto de PCR para secuenciacion y
se centrifugd a 3,000 rpm a temperatura ambiente, por 4 minutos.

6.- El filtrado que se obtuvo en el tubo eppendof se colocdé dentro del

concentrador de DNA a 30° C durante 35 minutos.
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7.- Al boton seco que se obtuvo, se agregaron 13 pl de formamida des-

ionizada.

8.- Se mezcld y se desnaturalizd la muestra con el siguiente programa:

98° C

7 min

4°C

7 min

Las muestras se colocaron en la gradilla del secuenciador ABI PRISM 310.
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RESULTADOS

Resultados del analisis clinico

En el estudio se incluyeron 14 pacientes mexicanos con diagnostico clinico y

radiologico de OMH

De los 14 pacientes, 8 son de sexo femenino y 6 masculinos, con rango de
edad entre 10 y 56 afios, y con promedio de 24.5 afios. 7 pacientes son
originarios del D.F., 4 son originarios del Edo. de México, 2 del estado de
Veracruz y 1 del estado de Guerrero. En la tabla 4 se resumen las

caracteristicas clinicas de los 14 pacientes estudiados.
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Paciente

7A

7B

8A

8B

9A

9B

9C

9D

Tabla 4. Caracteristicas clinicas de los 14 pacientes estudiados.

Presentacion

Familiar

Familiar

Esporéadico

Esporéadico

Familiar

Familiar

Familiar

Familiar

Familiar

Familiar

Familiar

Familiar

Familiar

Familiar

Edad al
momento
del
diagndstico

Nacimiento

3 afos

6 afios

5 afios

47 afios

5 afios

3 afos

20 afios

9 afnos

Nacimiento

6 afios

Mdultiple /
Unifocal

Multiple

Multiple

Mdltiple

Mltiple

Mltiple

Mltiple

Mltiple

Mltiple

Mdltiple

Mdltiple

Mdltiple

Mdltiple

Mdltiple

Mdltiple

Localizacién

anatémica

1,2,4,5,6

1,2,3,56

1,236

1,2,3,56

1,36

1,506

1,3,5,6

1,56

1,6

1,2

1,2,3,4,56

Anomalias asociadas

Condrosarcoma de bajo grado

Hiperlaxitud articular

Diabetes mellitus

Diabetes mellitus / HTA

Talla baja / HTA

1: Rodilla, 2: Antebrazo, 3: Tobillo, 4: Escapula, 5: Brazo, 6: Otro sitio. HTA: hipertension arterial.
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A continuacién se presentan con mas detalle las caracteristicas clinicas de los

pacientes incluidos en nuestro estudio:

e Paciente 1 (AAA). Originario del D. F. De sexo masculino, tiene 19 afios
de edad y le fue diagnosticada la enfermedad al nacimiento. Cuenta con
historia familiar positiva para la enfermedad (arbol genealdgico figura
11). Clinicamente presenta osteocondromas multiples (rodilla,
antebrazo, escapula, humero y otros sitios), deformidad y dolor. Ha sido

sometido a cirugia para reseccién de osteocondromas en 10 ocasiones.

1%
RIS

1l
e

3O
OO0 &

Cadcmama

5
E:

Figura 11. Arbol genealdgico del paciente nimero 1, en donde se observa la
transmisiéon vertical, caracteristico de un patron de herencia autosémico dominante.

Con una flecha se sefala nuestro caso en estudio.

e Paciente 2 (CQR). Originario del Edo. de México. De sexo masculino,
tiene 17 afios de edad, desconocemos la edad a la que se le realizo el

diagnoéstico. Cuenta con historia familiar positiva para la enfermedad.
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Clinicamente presenta osteocondromas multiples (rodilla, brazo,
antebrazo, tobillo y otros sitios), deformidad y dolor. Ha sido sometido a
cirugia para reseccion de osteocondromas en 2 ocasiones. Cuenta con
reporte de lesion neoplésica maligna (condrosarcoma de bajo grado) en
pelvis izquierda.

e Paciente 3 (RVJ). Originaria del D. F. De sexo femenino, tiene 10 afios
de edad y le diagnosticaron la enfermedad a los 3 afios. No cuenta con
historia familiar del padecimiento (arbol genealdgico figura 12).
Clinicamente presenta osteocondromas multiples (rodilla, antebrazo,
tobillo y otros sitios), deformidad, dolor. Ha sido sometida a cirugia para
reseccion de osteocondromas en una ocasion. Se muestran fotos
clinicas de la paciente en las figuras 13-14, en donde se muestra la

deformidad que presenta en extremidades y en parilla costal.

. e O

Figura 12. Arbol genealdgico de la paciente nimero 3, en donde se observa un caso

aislado por una mutacién de novo. Con una flecha se sefiala nuestro caso en estudio.
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Figura 13. Paciente 3. Se observa deformidad en ambos antebrazos.
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Figura 14. Paciente 3. Se observa presencia de osteocondroma en regién costal

izquierda y en antebrazo.
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e Paciente 4 (JVA). Originario de Guerrero. De sexo masculino, tiene 16
afios de edad y le diagnosticaron la enfermedad a los 6 afios. No cuenta
con historia familiar del padecimiento (arbol genealdgico figura 15).
Clinicamente presenta osteocondromas multiples (rodilla, brazo,
antebrazo, tobillo, y otros sitios), deformidad y dolor. Ha sido sometido a

cirugia para reseccion de osteocondromas en dos ocasiones.

Figura 15. Arbol genealdgico del paciente nimero 4, en donde se observa un caso
aislado por una mutacién de novo. A pesar de ser un caso aislado, presenta un

fenotipo severo. Con una flecha se sefiala nuestro caso en estudio.
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Paciente 5 (RUM). Originaria del Edo. de México. De sexo femenino,
tiene 30 afos de edad y le diagnosticaron la enfermedad a los 5 afios.
Cuenta con historia familiar positiva para la enfermedad (arbol
genealdgico figura 16). Clinicamente presenta osteocondromas mdltiples
(rodilla, tobillo y otros sitios), deformidad y dolor. Ha sido sometida a

cirugia para reseccion de osteocondromas en varias ocasiones.
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Figura 16. Arbol genealdgico de 4 generaciones de la paciente 5, en donde se

observan multiples afectados y un patrén caracteristico de herencia autosémica

dominante por rama materna. Nuestro caso en estudio se sefiala con una flecha.

Paciente 6 (MBV). Originaria del D. F. de sexo femenino, tiene 48 afos
de edad y le diagnosticaron la enfermedad a los 47 afos por
antecedente de hijos con la enfermedad (arbol genealdgico figura 17).
Clinicamente presenta osteocondromas multiples (rodilla, himero y otros

sitios) y dolor.
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Figura 17. Arbol genealdgico de la paciente nimero 6, la cual es sefialada con una
flecha. Nuestro caso en estudio presenté una mutacion de novo, a partir de la cual se
transmitié la enfermedad con un patron de herencia dominante, presentando la

enfermedad sus 4 hijos.

e Paciente 7A (ARA). Originaria del Edo. de México. De sexo femenino,
tiene 12 afos de edad y le diagnosticaron la enfermedad a los 5 afios.
Cuenta con historia familiar del padecimiento (arbol genealégico figura
18). Clinicamente presenta osteocondromas multiples (rodilla, tobillo,
hamero y otros sitios) y deformidad. Ha sido sometida a cirugia para
reseccion de osteocondromas en dos ocasiones.

e Paciente 7B (AFJC). Masculino de 33 afios de edad. Es el padre de la
paciente nimero 7A. No contamos con mas datos clinicos. Arbol

genealdgico figura 18.
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Figura 18. Arbol genealdgico de los pacientes 7A y 7B. En donde se observan 2

pacientes afectados. Con una flecha se sefiala la paciente nimero 7A. El varén

afectado corresponde al paciente nimero 7B.

Paciente 8A (PGA). Originaria del estado de Veracruz. De sexo
femenino, tiene 11 afios de edad y le diagnosticaron la enfermedad a los
3 afios. Cuenta con historia familiar del padecimiento. Clinicamente
presenta osteocondromas multiples (rodilla, himero y otros sitios),
deformidad y dolor. Presenta ademas la asociacién de hiperlaxitud
articular. Ha sido sometida a cirugia para reseccién de osteocondromas
en dos ocasiones.

Paciente 8B (GVL). Madre de la paciente 8A. No contamos con mas
datos clinicos de ésta paciente.

Paciente 9A (DGB). Originario del D.F. De sexo masculino, tiene 56

afios de edad, y se le diagnostico la enfermedad a los 20 afios. Cuenta

Pagina | 49



con historia familiar positiva para la enfermedad (arbol genealdgico
figura 19). Tiene 3 hijos vivos afectados, dos mujeres y un varon, siendo
éste ultimo el mas severamente afectado. Clinicamente presenta
osteocondromas multiples (rodillas) y dolor. Cuenta ademas con el
diagnoéstico de diabetes mellitus. Ha sido sometido a cirugia para
reseccion de osteocondromas.

Paciente 9B (DHY). Hija del paciente 9A. De sexo femenino, tiene 29
afos de edad, y se le diagnostico la enfermedad a los 9 afios. Tiene una
hija de 7 aflos de edad con la enfermedad. Clinicamente no tiene un
fenotipo severo, presenta localizacion anatdmica de osteocondromas
s6lo en rodillas y refiere dolor. Cuenta ademas con los diagnésticos de
diabetes mellitus e hipertensién arterial. Arbol genealdgico figura 19.
Paciente 9C (DHM). Hija del paciente 9A. De sexo femenino, tiene 20
aflos de edad y se le diagnosticé la enfermedad al nacimiento.
Clinicamente, al igual que la paciente 9B, no presenta un fenotipo
severo. Presenta localizacion de osteocondromas en rodillas vy
antebrazo, ademas de deformidad. Arbol genealdgico figura 19.

Paciente 9D (DHB). Hijo del paciente 9A. De sexo masculino, tiene 26
aflos de edad y se le diagnostico la enfermedad a los 6 afos.
Clinicamente a diferencia de sus hermanas, presenta un fenotipo severo
con presencia de deformidad y dolor. Presenta localizacion anatomica
de osteocondromas en rodillas, brazo, antebrazo, tobillo, escapula, y
otros sitios. Ha sido sometido a cirugia para reseccion de
osteocondromas en una ocasion, en donde se extrajo un osteocondroma

gigante de la escapula derecha. Presenta talla baja. Cuenta ademas con
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el diagnostico de hipertension arterial, diagnosticada a los 25 afios de

edad. Arbol genealdgico figura 19.
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Figura 19. Arbol genealdgico del paciente nimero 9A, en donde se observa un

patron de herencia autosémico dominante. Nuestro caso en estudio tiene 3 hijos

afectados, siendo el varén el mas severamente afectado.

Pagina | 51



Hallazgos radioldgicos.

Se solicitaron radiografias de huesos largos, térax 6seo, manos y pies, para un
escaneo completo en la busqueda de osteocondromas. Radiolégicamente
encontramos la presencia de dos o0 mas osteocondromas en nuestra serie de
pacientes, con los hallazgos caracteristicos de un flujo ininterrumpido del hueso
cortical y medular dentro del osteocondroma. No encontramos datos de
lesiones osteoliticas o de malignidad en ninguno de nuestros casos (el paciente
previamente referido con condrosarcoma ya habia sido sometido a reseccion
del mismo). Las figuras 20-22 corresponden a la paciente nimero 3, en donde
se pueden observar los hallazgos radiolégicos caracteristicos de la
Osteocondromatosis Multiple Hereditaria. Figuras 23 y 24: imégenes

caracteristicas de osteocondromas que condicionan deformidad del antebrazo.

Figura 20. Radiografia de antebrazo de la paciente 3, en donde se observan

osteocondromas en tercio distal de radio y cubito.
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Figura 21. Otra proyeccion del brazo y antebrazo de la paciente 3.

Figura 22. Radiografia contralateral de brazo y antebrazo de la paciente 3, en donde
se observan osteocondromas en tercio diastal de radio y cubito, que condicionan

deformidad de antebrazo.
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Figura 23. Imagen en donde se observan las caracteristicas radiolégicas de la OMH:

flujo ininterrumpido del hueso cortical y medular dentro del osteocondroma.

Figura 24. Imagen radioldgica caracteristica de un osteocondroma.
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Resultados del analisis molecular

Se realiz6 secuenciacion de los exones 1, 2 Y 9 del gen EXT1 en 14 pacientes
con el diagnéstico de Exostosis Multiple Hereditaria. De los exones 2 y 9 se
incluyeron las uniones intron-exén tanto en 5° como en 3". Con respecto al

exon 1, se secuencié parte de la segunda mitad de éste exon (ver figura 29).

Ex6n 1

El exdén 1 de EXT1 esta conformado por un fragmento de 1735 nucledtidos, de
los cuales fueron secuenciados 431 nucleétidos (figura 29), abarcando 140
nucleodtidos del intrén 1 hacia 3". Fue secuenciado con los primers referidos en
la tabla 3. No se encontraron mutaciones de acuerdo a la secuencia de

referencia de GenBank para EXT1: NG_007455.1. Ver figura 25.

Figura 25. Se muestra parte de la secuencia del exén 1.
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Ex6n 2

El exon 2 de EXT1 esta conformado por un fragmento de 94 nucleétidos. Fue
secuenciado con los primers referidos en la tabla 3, abarcando 137 nucleétidos
del intron 1 hacia 5" y 184 nucledtidos del intrén 2 hacia 3" (figura 26). No se
encontraron mutaciones de acuerdo a la secuencia de referencia de GenBank

para EXT1: NG_007455.1.

GG AACCCAC ! ¢ G GC GG 6 € € TEXRG €L ! LT e &%

Ny

Figura 26. Se muestra parte de la secuencia del exén 2.
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Ex6n 9

El ex6n 9 estd conformado por un fragmento de 161 nucleétidos. Fue
secuenciado con los primers referidos en la tabla 3, abarcando 105 nucleétidos
del intrébn 8 hacia 5y 349 nucle6tidos del intron 9 hacia 3". De acuerdo a la
secuencia de GenBank: NG_007455.1 para el exdn 9, encontramos un cambio
de T por G, que condiciona un cambio de aminoacidos (E587D). Lo anterior fue
encontrado en todos nuestros pacientes analizados. Lo anterior nos hace
pensar en una mutacion o en un polimorfismo presente en poblacion mexicana,
por lo cual en un futuro se secuenciara un grupo mayor de controles sanos

para corroborar o descartar lo anterior. Figuras 27 y 28.

En la tabla 5 se concentran los hallazgos moleculares encontrados en este

grupo de pacientes.

Figura 27. Se muestra parte de la secuencia del exén 9, de un control sano. Con una
flecha se sefiala el sitio donde encontramos el cambio de nucleétido en nuestros

pacientes analizados.
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120
TTCCC TG AT AGGATTG

Figura 28. Se muestra parte de la secuencia del ex6n 9 de un paciente con

Osteocondromatosis Multiple Hereditaria, en donde se observa el cambio de T por G

en la secuencia (indicado con una flecha).

EXT1

i

3

1 |1|3|4|5|5|?|a|9|1u|11|

431 nucledtidos

Figura 29. Representaciéon esquematica de la region codificante de EXT1, ilustrando

la regidén que se secuencid del exdn 1 en éste trabajo.
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Tabla 5. Concentrado de los hallazgos moleculares en los 14 pacientes estudiados

7A

7B

8A

8B

9A

9B

9C

9D

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

ES87D

ES87D

ES87D

ES87D

ES87D

ES87D

ES87D

ES87D

ES87D

ES87D

ES87D

ES87D

ES87D

ES87D
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DISCUSION

La Osteocondromatosis Multiple Hereditaria (OMH), antes llamada Exostosis
Multiple Hereditaria, se caracteriza por la presencia de mudltiples
osteocondromas (tumores 6seos benignos cubiertos de cartilago), se localizan
predominantemente en las metéafisis de los huesos largos, lo que puede
condicionar la presencia de dolor, deformidades 6seas y talla baja. En los
casos severos ocurre degeneracion maligna y decremento en la calidad de vida
debido a las multiples intervenciones quirdrgicas que se requieren para
reseccion de los osteocondromas. Esta enfermedad presenta un patrén de
herencia mendeliano (autosémico dominante), con una penetrancia elevada, de
mas del 95%. Su prevalencia es de 1 en 50,000 individuos dentro de la
poblacion general y parece ser mas frecuente en varones. Clinicamente la
Osteocondromatosis Multiple Hereditaria se caracteriza por la presencia de 2 o
mas osteocondromas en huesos largos, los cuales aparecen principalmente en
la primera década de la vida, disminuyendo el crecimiento cuando las placas de
crecimiento se cierran en la pubertad. El nimero de osteocondromas puede
variar significativamente dentro y entre familias. Se han identificado 2 genes,
cuyas mutaciones estan relacionadas con la enfermedad: EXT1 y EXT2,
mapeados en 8924 y 11pl11-p12 respectivamente. Ambos genes codifican para
glucosiltransferasas involucradas en la biosintesis de heparan sulfato (HS),
pero hasta el momento no se conoce por completo el mecanismo

fisiopatogénico de la enfermedad.

La OMH es una enfermedad con una alta penetrancia, que determina que una
vez adquirido el genotipo por algin miembro de la familia, existe un riesgo

elevado de recurrencia. Aunado a lo anterior, existe la imposibilidad de
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determinar qué tan severo sera el fenotipo en un paciente una vez que haya
heredado la mutacion. En general, se ha observado una mayor severidad del
fenotipo en pacientes varones, pero también se han reportado fenotipos
severos en mujeres. La interrogante sobre qué factores son los que determinan
la severidad del fenotipo permanece sin respuesta. Clinicamente se ha
observado mayor severidad del fenotipo en varones (pacientes 1, 2 y 9D), sin
embargo, nosotros observamos un fenotipo severo en una de nuestras
pacientes del sexo femenino (paciente 3). Dos de nuestros casos fueron
diagnosticados en la edad adulta (pacientes 6 y 9D), lo cual no significa que
hayan desarrollado los osteocondromas en la vida adulta. La deformidad, la
presencia de dolor y las intervenciones quirdrgicas son una constante en
nuestros pacientes, la talla baja, no fue un dato clinico comdn en nuestros
casos, ya que so6lo lo encontramos en un individuo (9D). La progresion a

malignidad se desarroll6 sélamente en un paciente de nuestra serie (caso 2).

Con respecto a la localizacion anatomica de los osteocondromas, encontramos
hallazgos semejantes a lo reportado en la literatura, siendo el sitio anatomico
mas frecuentemente afectado, la rodilla (presente en el cien por ciento de
nuestros pacientes), seguido del brazo (50%) y antebrazo (42%). No
encontramos asociaciones relevantes en nuestro estudio, a excepcion de
hiperlaxitud articular, diabetes mellitus e hipertension arterial, en los casos 8 A,

9 A, 9 By 9 D respectivamente.

La mayoria de nuestros pacientes cuentan con antecedentes familiares de la

enfermedad (10 de 12 pacientes evaluados).
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En este estudio se describe una serie de pacientes mexicanos con OMH, el
cual es el primero en su tipo que realiza el analisis molecular del gen EXT1 en
nuestra poblacién. A pesar de que nuestro estudio solo incluye 14 pacientes,
nos permite darnos una idea de las manifestaciones clinicas de la enfermedad,
sus complicaciones y el genotipo de nuestra poblacion, en donde encontramos
una substitucion de T por G en el exdn 9 del gen EXT1 en todos los casos
analizados. Lo anterior, es el primer reporte molecular de la OMH en poblacién

mexicana.

A pesar de que la OMH no es una enfermedad letal que acorte las expectativas
de vida, si puede afectar la calidad de vida del paciente en demasia, ya que los
osteocondromas condicionan dolor, deformidades, compresion nerviosa,
multiples ingresos a quiréfano para reseccion de osteocondromas y riesgo de
malignidad, por lo que consideramos relevante este tipo de estudios. Hasta el
momento, se ha adjudicado proporcionalmente mayor frecuencia de
mutaciones a EXT1 vs EXT2, sin embargo, lo anterior parece depender del
grupo poblacional estudiado, ya que en poblacién asiatica se ha observado
mayor prevalencia de mutaciones en EXT2 vs EXT1. De igual manera, la
mayor severidad del fenotipo se ha adjudicado a mutaciones en EXT1, sin
embargo, hay que reconocer que la mayoria de los estudios moleculares se
han enfocado a la busqueda de mutaciones en EXT1. Por lo anterior,
consideramos de importancia conocer el genotipo de ésta enfermedad en

poblacion mexicana, para asi establecer una correlacion genotipo-fenotipo.
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CONCLUSIONES

La OMH es una enfermedad genética con una penetrancia casi del 100% y una
expresividad variable que determina un fenotipo leve o severo dificil de
predecir. Realizamos un estudio descriptivo clinico y molecular de pacientes

mexicanos con OMH.

Este es el primer estudio que se realiza en poblacion mexicana para busqueda
de mutaciones en EXT1. Con base a los hallazgos en nuestra serie de

pacientes estudiados, la talla baja no es hallazgo frecuente en nuestra serie.

La presencia de dolor, deformidad y antecedentes de intervenciones

quirdrgicas son datos frecuentes en nuestros casos analizados.

Finalmente, la localizaciéon anatémica de los osteocondromas corresponde a lo

descrito en la literatura médica.

Desde el punto de vista molecular es necesario analizar un nimero mayor de
pacientes para poder establecer si la substitucion de bases encontrada
corresponde a una mutacién o bien, a un polimorfismo presente en la poblacién

mexicana.

Finalmente, a futuro continuaremos el estudio molecular en nuevos casos con
OMH, con el fin de confirmar si se mantiene el patrén de mutaciones o si se

detectan nuevos cambios.
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ANEXOS

Anexo 1.- Carta de consentimiento informado

INSTITUTO NACIONAL DE REHABILITACION
SERVICIO DE GENETICA
CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO.

A quien corresponda:

Por medio de la presente hago constar que he dado mi
consentimiento para que me sea extraida la cantidad de
5-7 ml de sangre venosa periférica con el objeto de
analizar molecularmente algunos genes (EXT1)
relacionados con el origen de mi enfermedad
(Osteocondromatosis multiple). Este estudio se llevara
a cabo en el servicio de Genética del Instituto Nacional
de Rehabilitacion, lo cual he aceptado libre vy
voluntariamente. Ademas, he sido informado sobre el
procedimiento del estudio. La informacion obtenida
sera confidencial. Tengo el entendimiento que de este
estudio se obtendrd como beneficio el desarrollo de
procedimientos diagndsticos mas eficaces y un mejor
conocimiento para el manejo de mi enfermedad. Por
otra parte, estoy en libertad de retirarme del estudio en
el momento que lo desee sin que esto modifique la
calidad de atencién médica que reciba en el Instituto.

NOMBRE DEL PACIENTE:
FIRMA DEL PACIENTE, PADRE O TUTOR:
TESTIGO:

Teléfono:

Servicio de Genética.
Dra. Margarita Valdés Flores

Dr. Diego Le6n Zaragoza
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Anexo 2.- Hoja de recoleccién de datos (anverso)

INSTITUTO NACIONAL DE REHABILITACION
SERVICIO DE GENETICA

PROTOCOLO DE OSTEOCONDROMATOSIS

Nombre del paciente:

NUmero de Expediente:
Expediente de genética:

Fecha de nacimiento:

Lugar de origen:

Teléfono:

Sexo Hombre Mujer
Edad

Edad al momento del

diagnostico

Deformidad (mano, antebrazo, | Si No
rodilla, tobillo, etc.)

Historia familiar Positiva Negativa
Presencia de dolor Si No
Talla baja Si No
Cirugias/Malignizacién Si No

Localizacién

Otros:

Rodilla | Antebrazo

Tobillo | Escapula

Himero

Asociaciones

AHF de cancer

Estudios realizados (TAC,
gammagrama...)

Toma de muestra de DNA:

(si)
(no)
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Anexo 2.- Hoja de recoleccion de datos (reverso)

Marque la localizacion anatomica de los osteocondromas

Dibuje el arbol genealégico
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