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Resumen

La exostosis multiple es una enfermedad hereditaria con un patrén de
herencia autosémico dominante, con una penetrancia casi del 100%. Esta causada
por mutaciones en el gen EXT1 (MIM # 608177), en el 56-78% de los casos, y en el
gen EXT2 (MIM # 608210) en el 21-44%. Estos genes estan localizados en los loci
8924.11-9g24.13 y en 11p11-p12, respectivamente. En el 70-95% de los casos de
exostosis multiple se detectan mutaciones en alguno de estos dos genes, y
aproximadamente del 5 al 30% de los pacientes no se logran detectar mutaciones
en los genes anteriormente mencionados, por lo que se propone la existencia de un
tercer gen responsable llamado EXT3. Clinicamente la exostosis multiple se
caracteriza por presentar dos o mas osteocondromas, principalmente en la region
yuxta-epifisiaria de los huesos largos, aunque puede verse afectados otros huesos.
La aparicién y crecimiento de los osteocondromas ocurre principalmente en la
primera década de la vida y hasta que el disco de crecimiento se cierra, terminando
con la maduracion esquelética durante la pubertad. Generalmente los
osteocondromas son asintomaticos, aunque en ocasiones, pueden producir

complicaciones secundarias a la compresion de componentes neurovasculares y/o
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tendones, asi como deformaciones esqueléticas. Los osteocondromas durante la
adolescencia y la adultez tienen un riesgo de malignizacién del 0.5-5%, siendo el
condrosarcoma periférico el tumor maligno mas frecuente. En este trabajo se realizo
un analisis clinico y molecular de una serie de pacientes mexicanos con diagnostico
de exostosis multiple. El analisis molecular del gen EXT1 revel6 algunas variaciones
en la secuencia previamente descritas en individuos afectados. Ademas se
encontraron otras variantes que no han sido observadas previamente, estas ultimas

requieren ser estudiadas para identificar si son causantes de la enfermedad.




Antecedentes histéricos

La primera descripcion de exostosis multiple se atribuye a Hunter en 1786 en
su obra Lectures on the Principles of Surgery (Stieber & Dormans, 2005).
Posteriormente, Boyer en 1814, fue el primero en describir a varios miembros de
una familia con ésta patologia. Virchow en 1976, nombro6 a la enfermedad como
exostosis multiple y posteriormente Keith sugirié el término de aclasia diafisaria; el
cual fue muy utilizado en el Reino Unido (Hennekam, 1991). En 1925, Stocks y
Barrington, recolectaron 1124 casos reportados en la literatura médica; 727 de estos
procedian de 163 familias, de esta forma ellos concluyeron que 2/3 de los pacientes
con exostosis multiple tenian un familiar afectado, usualmente era uno de sus
padres. Harris en 1948, analizé nuevamente los datos obtenidos de Stocks y
Barrington, y determiné que ésta enfermedad tenia un patrén de herencia
autosémico dominante. En 1960, Lorincz reportd que los pacientes con ésta
patologia tenian un incremento en la excrecidn urinaria de mucopolisacaridos
4cidos de manera constante, principalmente de sulfato de condroitina. El sugirié que
este hallazgo podria explicarse por el aumento de volumen del cartilago; que es la
principal fuente de mucopolisacaridos en nifios con exostosis multiple, a
comparacion de los valores normales en pacientes adultos, en los cuales las
lesiones contenian poco cartilago (Solomon, 1964). El gen EXT1 fue aislado en un
paciente con multiples osteocondromas que presenté una inv(8)(p23g24.1), es
decir, una inversion pericéntrica del cromosoma 8 con un punto de ruptura en
8924.1. A su vez, EXT2 fue localizado mediante un analisis de ligamiento, a 3
centiMorgan (cM) de los marcadores D11S13671 y D11S554 (Ahn et al., 1995;
Stickens et al., 1996). La funcion de las proteinas EXT no se conocié hasta 1998,
cuando McCormick et al, estudiaron lineas celulares deficientes de sulfato de
heparan en fibroblastos de raton, revelando que EXT1 y EXT2 estan implicados en
la biosintesis de sulfato de heparan y son los causantes de la exostosis multiple
(Mccormick, Duncan, Goutsos, & Tufaro, 1999).




Introduccién

El Osteocondroma o exostosis osteocartilaginosa es el tumor benigno mas
frecuente que afecta el tejido 6seo. Se caracteriza por presentar una osificacion
endocondral, ademas de que la capa externa del osteocondroma es continua con el
periostio del hueso subyacente. Los osteocondromas tienen distintas formas
(sésiles o pediculados), y pueden aparecer de una forma aislada con una
prevalencia de 1-2% en la poblacién general (Trebicz-Geffen et al., 2008) o
presentarse en una forma sindrémica al haber multiples lesiones; esta ultima forma
comprende un 15% de todos los casos de osteocondromas; denominandose
entonces como osteocondromatosis multiple (Liesbeth Hameetman, Bovée,

Taminiau, Kroon, & Hogendoorn, 2004).

La enfermedad de exostosis multiple (Online Mendelian Inheritance in Man;
OMIM #133700), también conocida como osteocondromatosis multiple o aclasia
diafisiaria (Bovée, 2008; Kevin B. Jones, 2012), es una enfermedad genética con un
patron de herencia autosdbmico dominante, con una penetrancia del 95%.
Aproximadamente el 90% de los casos son familiares y el 10% se trata de casos de
novo (Liesbeth Hameetman et al., 2004; Sarrion et al., 2011). Se calcula que esta
enfermedad tiene una prevalencia de 1/50,000 en la poblaciéon general en paises
Europeos, con una relacion hombre:mujer de 1.5:1, y se cree que los hombres estan
mas afectados debido a que el cierre del disco de crecimiento es mas tardio que en
las mujeres, lo que provoca mayor formacion de exostosis. La prevalencia varia
dependiendo de la poblacién, por ejemplo en Guam, es una isla en el Pacifico
occidental perteneciente a E.U.A, y en la comunidad de Pauingassi de Canada, es
de 1/1,000 y 1/77 respectivamente (Black, B., Dooley, J., Pyper, A., Reed, 1993;
Ciavarella et al., 2013; Krooth, Macklin, & Hilbish, 1961).




La exostosis multiple se caracteriza por presentar dos o mas
osteocondromas, las zonas mas afectadas son la region yuxta-epifisiaria de los
huesos largos, es decir en la region distal del fémur (90%), la region proximal de
tibia (84%), peroné (76%) y humero (72%). Sin embargo, también pueden afectar
huesos planos tales como la mandibula, iliacos o las escapulas (Fig. 1). Ademas,
se ha reportado afectacion de las vértebras, y muy raramente los metacarpos,
metatarsos y calcaneos (Huegel et al., 2013; Jennes et al., 2009; Pannier & Legeai-
Mallet, 2008).

Figura 1. Esquema de la localizacion mas frecuente de los osteocondromas en los pacientes con

exostosis multiple.
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La aparicion y crecimiento de los osteocondromas ocurre principalmente en
la primera década de la vida y hasta que el disco de crecimiento se cierra,
terminando con la maduracién esquelética durante la pubertad. La aparicion y
crecimiento de los osteocondromas es a partir de los 2-3 afios de edad hasta los
13-15 anos, en promedio los pacientes presentan 6 osteocondromas variados en
forma y tamano (Fig 2). Generalmente los pacientes se refieren asintomaticos
aunque en algunos casos, principalmente cuando los osteocondromas son
pediculados, pueden producir complicaciones secundarias a la compresion de
componentes neurovasculares (Pannier & Legeai-Mallet, 2008). La compresion
nerviosa ocurre aproximadamente en un 22% de los casos; una de las estructuras
mas afectadas es el nervio peroneo superficial, principalmente durante la infancia,
lo que puede ocasionar dorsiflexion del pie, y en algunas ocasiones pie en gota. Sin
embargo, la complicacion mas grave es la compresion medular o de las raices
nerviosas, secundaria a la formacién de exostosis en la superficie de las vértebras,
esta complicacion se manifiesta con alteraciones motoras o sensoriales, incluyendo
trastornos de la marcha, debilidad o entumecimiento, hiperreflexia, espasticidad, e
incontinencia. Otras complicaciones de las exostosis vertebrales son las
alteraciones en la deglucion cuando la tumoracion esta en contacto con el es6fago.
Las exostosis costales pueden interferir con la funcion pulmonar y causar un
hemotdrax, neumotdrax espontaneo o derrame pericardico, las cuales son

condiciones que requieren intervencion quirdrgica inmediata (Huegel et al., 2014).

Las alteraciones vasculares son mas frecuentes en extremidades inferiores
(83%), y comprenden un espectro variado desde compresiones vasculares hasta
aneurismas o trombosis. Referente a las complicaciones esqueléticas, las
deformidades son causa frecuente de morbilidad provocando acortamiento del
cubito secundario al encorvamiento del radio (39-60%) con subluxaciones
secundarias de la cabeza del radio, pseudo-deformidad de Madelung secundaria al
acortamiento del cubito, crecimiento anormal de metacarpos y falanges proximales

(30-70%); asimetria en la longitud de los miembros pélvicos (10-50%), genuvaro o

11



genuvalgo (8-33%) con dislocaciones secundarias de patelas, deformidad del tobillo
(2-54%), talla baja desproporcionada (37-44%), coxa valga al haber una exostosis
en el trocanter menor (25%), y artritis degenerativa de inicio temprano (Liesbeth

Hameetman et al., 2004).

Figura 2. Ejemplo de lesiones observadas en pacientes con exostosis multiple. Radiografia lateral
de antebrazo derecho que muestra curvatura del radio (A) y deformidad de la mufeca (B).
Radiografia AP vy lateral de rodilla derecha (C y D) con una exostosis medial prominente. Ademas

se observa valgo de la rodilla. Modificado de Andries, R; et al., 2013.

Durante la adolescencia y la adultez, los osteocondromas tienen un riesgo de
malignizacién del 0.5-5%. El tumor maligno mas frecuente es el condrosarcoma
periférico (94%), seguido del osteosarcoma y sarcoma de células fusiformes (6%).
El condrosarcoma periférico es un tumor de cartilago hialino y constituye
aproximadamente el 15% de todos los condrosarcomas, y es el tercer tumor 6seo
maligno mas frecuente después de mieloma y osteosarcoma (Liesbeth Hameetman

et al., 2004). El riesgo de malignizacion es 2 veces mayor en hombres a
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comparacion de las mujeres. La edad promedio de aparicién del condrosarcoma
periférico secundario es de 34 afos, afectando principalmente la pelvis y el fémury
menos frecuente la escapula y el humero. Clinicamente se puede sospechar por la
presencia de inflamacion, dolor crénico y una tumoracién palpable, con

consecuentes alteraciones motoras.

Radiolégicamente presentan una mineralizacion irregular e incrementada
debido al aumento de mas de 2 cm de la cubierta cartilaginosa del osteocondroma.
Asi mismo, se observan |6bulos de cartilago hialino que son separados por bandas
de tejido fibroso, estos cambios se observan mejor en la resonancia magnética (RM)
dinamica, mientras que los osteocondromas sélo muestran realce periférico (Kok et
al., 2013; Stieber & Dormans, 2005). Para el diagndstico se debe de realizar una
biopsia que muestre hipercelularidad y células binucleadas, con multiples células
dispuestas en lagunas y con cambios mixoides (Fig. 3) (Andries, Jan, & Lieven,
2013). El prondstico del condrosarcoma secundario es en general bueno, ya que es
raro que haga metastasis, sin embargo el 10% de estos tumores son
indiferenciados, muy agresivos y con gran capacidad de metastasis. La tasa de

sobrevida a dos y a cinco anos es del 38% y 24% respectivamente.

Ademas, es importante tener en cuenta que los cambios epigenéticos, como
la hipermetilacién de las islas CpG de los promotores de EXT1, producen el
silenciamiento del gen, cuya funcién es de supresor de tumor, y se ha relacionado
con otros tipos de cancer, como de piel no melanoma y leucemias; especialmente
la leucemia promielocitica y la leucemia linfoblastica aguda (Ropero et al., 2004).
Asi mismo, la pérdida de heterocigocidad de EXT17 y del locus 8q se ha asociado
con hepatocarcinoma y cancer de pulmén, respectivamente. Ademas, se ha
reportado que una alta expresion de EXT1 en pacientes con mieloma multiple, se
asocia con un pobre prondstico. Por otro lado, el cancer de mama se ha relacionado

con mutaciones en EXT2 (Busse-Wicher, Wicher, & Kusche-Gullberg, 2014; Seitz
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etal., 1997), y también se ha observado relacion con cancer de prostata (El Gammal

et al., 2010) y cerebro.

Figura 3. Condrosarcoma. (A) pieza patolégica completa y (B) corte histoldgico de un condrosarcoma
periférico secundario. El engrosamiento de la capa del cartilago es > 2 cm, y forma lobular del

condrosarcoma periférico. Modificado de Hameetman et al, 2004.

Bases moleculares

La exostosis multiple tiene una penetrancia del 95%, es decir que sélo el 5%
de los individuos que presentan mutaciones en EXT1 o EXT2 no desarrollan las
caracteristicas clinicas de esta patologia. Tiene ademas una expresividad variable;
esto se refiere a que existe variabilidad fenotipica inter e intrafamiliar, lo que

condiciona que la enfermedad no se comporte igual en todos los afectados.

El origen genético de la enfermedad presenta un fenémeno que se le conoce
como heterogeneidad de locus, es decir que existe mas de un gen causante de la
enfermedad. En pacientes con exostosis multiple de otras poblaciones se han
encontrado mutaciones en el gen EXT1 (MIM # 608177), localizado en el locus
8924.11-9g24.13 en el 56-78% de los casos y en el gen EXT2 (MIM # 608210),

localizado en 11p11-p12 en el 21-44% de los casos. Es decir, que en el 70-95% de
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los casos de exostosis multiple se detectan mutaciones en los genes EXT1y EXT2.
En el resto de los pacientes (5-30%) no se logran detectar mutaciones en los genes
anteriormente mencionados, por lo que se propone la existencia de un tercer gen
causante de la enfermedad llamado EXT3 presuntamente localizado en 19p
(Jennes et al., 2009).

El gen EXT1 esta compuesto por 11 exones, mide aproximadamente 350
kilobases (kb) de ADN gendmico, su promotor tiene caracteristicas de un gen de
mantenimiento, y esta localizado aproximadamente 917 pares de bases (pb)
corriente arriba del codon de inicio. Dentro de la region promotora hay un
polimorfismo de nucleétido sencillo (SNP) identificado como rs34016643, que
modifica la actividad del promotor. Se ha demostrado que el alelo C aumenta un
56% la actividad del promotor, a comparacion del alelo silvestre G (Jennes |, 2012).
El ARNm de EXT1 se expresa de manera ubicua y tiene una secuencia codificante

de 2238 pb, codifica para la proteina Exostosina 1, formada por 746 aminoacidos.

® I

Dominio de exostosina Dominio de glucosiltransferasa

Figura 4. Esquema de la estructura de EXT1. Modificado de Ciavarella et al., 2013.

El gen EXT2 tiene 16 exones y mide 108 kb de ADN gendmico, su ARNm
consiste en aproximadamente 3 kb, con un solo marco de lectura abierto de 2154
pb. En el extremo carboxilo terminal tiene una alta homologia con EXT1. EIl ARNm

de EXT2 sufre procesos de corte y empalme alternativos en el exén 1ay 1b y sus
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productos también son ubicuamente expresados, produce una proteina llamada
Exostosina 2 de 718 aminoacidos. En la figura 4 y 5, se esquematiza el gen EXT1

y EXT2, y los dominios de sus proteinas, respectivamente.

Dominio de exostosina Dominio de glucosiltransferasa

Figura 5. Estructura del gen EXT2. Modificado de Ciavarella et al., 2013.

Los productos de los genes EXT1y EXTZ2 son glucoproteinas de membrana
tipo Il, de aproximadamente 80 KDa, y estan localizadas en el reticulo
endoplasmico. Ambas proteinas forman un complejo hetero-oligomérico y se
postula que la que tiene actividad enzimatica como N-acetilglucosamintransferasa
II'y glucoroniltransferasa es EXT1. En tanto que EXT2 no ha demostrado tener una
actividad enzimatica por si misma, y se propone que juegue un papel en el
plegamiento y movilizacion de EXT1 (Huegel et al., 2013). El complejo de las
proteinas EXT esta involucrado en la sintesis y presentacion del sulfato de heparan
(HS) a la superficie celular. Se expresan de forma ubicua en diferentes tejidos, sin
embargo, tienen una expresion preferencial en los condrocitos de los discos de
crecimiento y otros tejidos tales como glandula mamaria, placenta, colon, musculo,

leucocitos y células mesenquimales fetales (L Hameetman et al., 2007).

El sulfato de heparan es un polisacarido lineal altamente sulfatado que tiene
un esqueleto de N-acetilglucosamina (GIcNAc) y un residuo de acido glucurénico
(GIcA). El proceso de biosintesis de este polisacarido incluye la fase de inicio,

elongacion, y modificacion. La sintesis inicia en el reticulo endoplasmico mediante
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la adicion de una xilosa a un residuo de serina mediante una xilosiltransferasa (Fig
6). El complejo oligomérico formado por EXT1 y EXT2 en el aparato de Golgi,
cataliza la elongacion de las cadenas de HS mediante la adicion de dos residuos de
galactosa y uno de GIcA mediante su actividad de galactiltransferasa | y Il y
glucoronosiltransferasa |, respectivamente. La longitud de la cadena de HS es
especifica de cada célula. Durante el ensamblaje, la cadena recién sintetizada sufre
diferentes modificaciones como la N-desacetilacion/ N-sulfatacion, epimerizacion y
O-sulfatacion (Cuellar & Reddi, 2013; Huegel et al., 2014; Matsumoto, Irie, Mackem,
& Yamaguchi, 2010).

GlcNAc-TI

GlcA-TII ;

GIcNACc-TII
Gal Gal Xyl
aGalNAc-T

N-acetilglucosamina Acido gluoronico Q N-acetilgalactosamina
(GIcNAC) (GlcA) (GalNAc)

Figura 6 Esquema de sintesis del sulfato de heparan. Inicia con la unién de polisacarido-proteina, un
tetrasacarido (GIcAB1-3GalB1-3Gal1-4Xyl) es unido a un residuo de serina de las proteinas del
nucleo. Después se adicionan a1,4-GIcNAc mediante una GIcNAc-transferasa (GIcNAc-T). El
precursor de la cadena de HS (GlcA-GIcNAc),, se forma por la adicién alterna de 31,4-GIcA y a1,4
GIcNAc unida por la glucosiltransferasa (familia EXT) con GIcATIl y/o GIcNACcTII. La adicion de a1,4-
GalNAc al tetrasacarido por aGalNAc-transferasa termina la elongacion de la cadena. Modificado de
Busse-Wicher et al.,2014.
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El HS es el componente principal (50%) de los glucosaminoglicanos de la
membrana celular y de la matriz extracelular, el resto esta conformado por
sindecanos, dipicanos y perlecano. El HS tiene la capacidad para interactuar con
diferentes proteinas de unién en las membranas plasmaticas de diferentes células,
como receptores de factores de crecimiento de fibroblastos (FGFR), quimiocinas y
macromoléculas de la matriz extracelular (MEC), tales como la colagena, laminina
y fibronectina. También participa en la adhesion celular y procesos de locomocion.
De esta manera el HS regula la distribucion y la capacidad de crecimiento, asi como
la senalizacion de proteinas y sus respectivas interacciones, funciones y la
bioactividad en las células diana (Huegel et al., 2014). La heparanasa es la enzima
endoglucosidasa responsable de la degradacion de HS. Esta enzima juega un papel
crucial en los procesos bioldgicos fundamentales asociados con la remodelacion de
la MEC, migracion celular, angiogénesis y metastasis (Trebicz-Geffen et al., 2008).
Dicha participacion se debe a la relacion del HS con factores de crecimiento como
el factor de crecimiento de fibroblastos (FGFs), factor de crecimiento vascular
endotelial (VEGFs), y el factor de crecimiento tumoral beta (TGF-). Estas vias
permiten la formacion de condrocitos mediante la senalizacion de Hedgehog (Hh) o

las proteinas morfogénicas de hueso (BMPs).

Normalmente los productos de EXT7 y EXT2 funcionan como un complejo
enzimatico estable, por lo tanto, para la sintesis de HS funcional se requiere la
presencia de ambas proteinas. Se propone que las mutaciones de los genes EXT1
0 EXT2 producen un mecanismo de pérdida de funcion que conlleva a la sintesis de
Exostosina trunca, resultando en la formacion de un complejo EXT1/EXT2
defectuoso que altera la sintesis y elongacién de HS, promoviendo su acumulacién
en el citoplasma y el desarrollo de osteocondromas (Fig. 7).(Cuellar & Reddi, 2013).
Asi mismo pertenecen al grupo de genes supresores de tumores, y la pérdida de
heterocigocidad de los alelos mediante dos eventos mutacionales, de acuerdo a la
hipétesis de Knudson, es necesario para el desarrollo de condrosarcoma en

pacientes con exostosis multiple (Cheung et al., 2001). En los casos familiares, el
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primer evento es heredado por uno de los progenitores y el segundo ocurre en el
tejido afectado. Se ha observado que los pacientes con mutaciones en EXT1 tienen
un riesgo ligeramente mayor de transformacion maligna en comparacioén con los

que portan mutaciones de EXT2 (Liesbeth Hameetman et al., 2004).

a4+

EXT1 EXT2  exrygxr2

B mutiple Solitary
Osteochondromas osteochondromas

Decreased EXT1 and/or
EXT2 expression

Disrupted
obgomernc
;gmple: EXTIVEXT2
cytoplasm comple! cytoplasm
Golgi lumen Golgi lumen
HS-chains
T . | + Transport
ransport .. to ECM and
to membrane #" |~ membrane
and ECM

Golgi apparatus

Figura 7. Representacion esquematica de la funcion del complejo EXT1/EXT2 en la sintesis de
sulfato de heparan (HS). (A) Normalmente EXT1 y EXT2 forman un complejo hetero-oligomerico
involucrado en la sintesis de HS en el aparato de Golgi. EXT1/EXT2 polimerizan la cadena de
disacaridos en los proteoglucanos, formando proteoglucanos de HS (HSPGs), estos posteriormente
son transportados a la membrana celular o matriz extracelular (MEC). (B) En el osteocondroma y
condrosacroma, la expresion de EXT1 y/o EXT2 esta disminuida, promoviendo la formacion de un
complejo EXT1/EXT2 disfuncional, incapaz de llevar a cabo la polimerizacion de los disacaridos de
HS, permitiendo el acumulo intracitoplasmatico de HSPGs anormales. Modificado de L. Hameetman
et al, 2007.
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Actualmente se han reportado 713 variantes en la secuencia de EXT1y 386
en EXTZ2 a nivel mundial, las cuales estan registradas en la base de datos de
exostosis multiple llamada MOdb (EXT1 homepage - Multiple Osteochondroma Mutation
Database - Leiden Open Variation Database). De los registros, 655 son variantes
unicas, de estas 432 en EXT1y 223 en EXT2. En la base de datos de mutaciones
humanas (HGMD® home page) se reportan 388 mutaciones en EXT1y 181 en EXT2
asociadas a exostosis multiple. Estos datos se presentan en las tablas 1 y 2
respectivamente. El 80% de las mutaciones encontradas en los genes EXT1y EXT2
comprenden mutaciones de sentido equivocado, deleciones e inserciones (indels)
que ocasionan corrimiento del marco de lectura y mutaciones que afectan el sitio de
corte y empalme (splicing), lo que conlleva a productos proteicos con una
terminacién prematura, causando una degradacion anticipada de la proteina. El
10% de las mutaciones reportadas se debe a deleciones intragénicas, ya sea de
uno o mas exones de EXT1y EXT2 (Delgado et al., 2014). Las mutaciones en EXT1
ocurren alo largo de todo el gen; siendo los exones 1, 2, y 6 los mas frecuentemente
afectados. Mientras que en el gen EXT2, se concentran en el extremo N terminal
por lo que se cree que esta regidn tiene un funcién primordial. Lo que parece ser
contradictorio, ya que el extremo C terminal estd altamente conservado; lo que
implica una funcién importante para esta parte de la proteina. La mayor parte de las
mutaciones son privadas y existen muy pocas mutaciones recurrentes consideradas
como sitios calientes (Tabla 3). (Liesbeth Hameetman et al., 2004; Jamsheer et al.,
2014; Jennes et al., 2009)
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Tabla 1.Variantes en EXT1y EXT2 reportadas en MOdb (2015).

Tipos de mutacion EXT1 EXT2
Corrimiento de marco de lectura 286 96
Sin sentido 158 137
Sitio de splicing 77 53
Sentido equivocado 133 50
Deleciones (>1 exon) 16

Pequenas deleciones en el marco de lectura 10

Pequenas inserciones en el marco de lectura 1 0
Translocaciones 2 0
Otras 13 13
Polimorfismos 14 21
Indels 3 5
Total 713 386

Tabla 2.Mutaciones en EXT1 y EXT2 reportadas en pacientes con exostosis multiple en HGMD®
(2015).

Tipos de mutacion EXT1 EXT2
Sin sentido 89 42
Sitio de splicing 39 24
Sentido equivocado 43 18
Pequenas indels 8 4
Pequenas deleciones 135 54
Pequenas inserciones 47 23
Grandes deleciones (>1 exon) 22 13
Rearreglos complejos 5 0
Regulatorias 0 3
Total 388 181
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Tabla 3. Mutaciones mas frecuentemente reportadas en EXT1 y EXT2 en pacientes con exostosis

multiple segun Jenne et al, 2009

Gen Mutaciones a Mutaciones a NUumero de veces
nivel de ADN nivel de proteinas reportadas
c. 1019G>A p.Arg340His 27
c.1469delT p.Leud490ArgfsX9 27

EXT1 c.1018C>T p.Arg340Cys 22
c.1019G>T p.Arg340Leu 19
c.1468dupC p.Leu490ProfsX31 9
c.67C>T p.Arg23X 13
c.514C>T p.GIn172X 11
c.55C>T p.Arg182X 11

EXT2 c.679G>A p.Asp227Asn 10

c.1080-2A>G Sitio de splicing 7
c.1173G>A Sitio de splicing 7
c.1173G>A p.Trp394X 7

Estudios mutacionales en Drosophila melanogaster han demostraron que la
eliminacién de los genes Ext conduce a una disminucion importante de la expresion
de los genes de la via Hh, BMP y Wingles (Wnt). Estas tres vias son las principales
determinantes del desarrollo 6seo embrionario. La via de Hh juega un papel crucial
en la diferenciacion de los condrocitos durante la formacién de hueso endocondral
en la placa de crecimiento. Este proceso comienza con el cambio de las células
mesenquimales a condrocitos, éstos ultimos tienen una diferenciacion a través de
etapas prehipertréficas e hipertroficas, hasta que finalmente se someten a
apoptosis. Los condrocitos prehipertréficos expresan el ligando Indian hedgehog
(Ihh). Este Ihh es un factor regulador importante para la formacién de hueso
endocondral, que estd controlado por sefiales paracrinas. La formacion es
controlada por una retroalimentacion negativa entre Ihh y la proteina relacionada a

la parathormona (PTHrP), esto crea un microambiente en el que los condrocitos
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pueden proliferar, migrar y morir (Fig. 8). Este proceso de maduracion esta mediado
por las BMPs y necesita un control estricto por Ihh para mantener un equilibrio entre
el crecimiento longitudinal del cartilago y su consiguiente osificacion. Cuando los
condrocitos son completamente diferenciados e hipertréficos, la expresion de |hh se
detiene, permitiendo la diferenciacion de nuevos condrocitos. Las bases
moleculares que llevan al desarrollo de osteocondromas aun no estan
completamente dilucidadas, se propone que las mutaciones en los genes EXT
causan cadenas anormales de HS, conduciendo a alteraciones en la sefalizacion
de IHH y su control por medio del PTHrP, esto provoca una difusiéon anormal y un
exceso de IHH libre, que se traduce en una diferenciacién terminal de condrocitos
en la placa de crecimiento, asi como la formacién de hueso pericondral (Andries et
al., 2013).
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Figura 8. Modelo propuesto para la formacion de exostosis. (A) El desarrollo de huesos largos con
alelos silvestres de los genes EXT, los fenotipos de los pericondrocitos (rojo) y condrocitos (azul) se
mantienen, permitiendo la morfogénesis y el crecimiento del esqueleto. (B) Al estar los genes EXT
mutados, el pericondrio altera su estructura, debido a la disminucién de HS, ocurren alteraciones en
la via de IHH con un aumento en la sefalizacion de la BMP y de la condrogénesis produciendo la

exostosis (células rojas redondas) Modificado de Huegel el al., 2013.
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Relacion genotipo - fenotipo

Hay muy pocos estudios acerca de la relacion genotipo-fenotipo, algunos de
ellos utilizan la escala propuesta por la Sociedad de Tumores Musculo-esqueléticos
(Tabla 4), ésta escala evalua las lesiones palpables, talla, deformidades y limitacién
funcional. En relacion a las lesiones, se toma en cuenta la edad de inicio (antes o
después de los 3 anos), numero de exostosis (>10 o <10 osteocondromas),
localizacion de exostosis en vertebras (ausencia o presencia), talla (>p10 o <p10),
deformidades y limitacion funcional (bueno o aceptable). El grado de severidad se
clasifica como moderado (M) o severo (S), éste ultimo se subdivide en cuatro
categorias de IS a IVS (Tabla 5 y 6) (Delgado et al., 2014; Francannet et al., 2001).

Tabla 4. Evaluacion de la severidad del fenotipo.

Edad de No. De Localizacién Talla Valoracién

inicio (afios) exostosis vertebral (percentil) funcional

Severo <3 >10 Si <10 Aceptable

Moderado >3 <10 no >10 Bueno

Tabla 5. Subgrupos del fenotipo severo.

No. de Localizacion Talla Valoracion

exostosis vertebral (percentil) funcional

Tipo IS 25 No <10 Aceptable
Tipo IS 25 No <10 Aceptable
Tipo IS 10 Si <10 Aceptable
Tipo IVS 10 No <3 Aceptable
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Tabla 6. Evaluacién funcional.

Deformidad
Acortamiento Varo/valgo Acortamiento
Rango Dolor Braguimetacarpos del de rodillas de
antebrazo (grados) extremidades
Bueno Ausente/leve - Ausir:;e/d Ausente Ausente/1 cm
Aceptable Moderado/severo + >2 cm >10 >2 cm

Francannet et al, estudiaron 42 familias francesas, con un total de 217

individuos afectados. Siete familias pertenecian al tipo M y 35 al tipo S, de estas

ultimas 10 tenian las caracteristicas de tipo IS, cinco de tipo IIS, ocho de tipo IS,

dos de tipo IVS y seis familias no podian asignarse a un tipo especifico. Cuatro

familias presentaron variabilidad intrafamiliar, entre un fenotipo leve en los abuelos

a severo en los probandos. La mayoria de las familias con un fenotipo moderado

(M) se asociaron a mutaciones en EXT2, mientras que todas las familias clasificadas

como IIS, llIS o IVS, excepto una, fueron asociadas a mutaciones en EXT1 (Fig. 9)

(Francannet et al., 2001).
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Figura 9. Relacidon genotipo-fenotipo. La distribucién de las mutaciones en EXT1 y EXT2 en

pacientes con exostosis multiple clasificado como moderado (M) y severo (S). Modificado de

Francannet et al.,2001.
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Clement et al, estudiaron la severidad de la exostosis multiple, en relacion a

la talla de los individuos afectados, ellos observaron que los pacientes con

mutaciones en EXT1 tienen una talla menor que los individuos con el gen EXT2
mutado (Fig. 10) (Clement, Duckworth, Baker, & Porter, 2012)
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Figura 10. Relacién genotipo-fenotipo en pacientes con exostosis multiple. (A) Distribucion de
percentil de talla acorde a edad y mutaciones en EXT1y EXT2. (B) Percentil de estatura segun su

genotipo. Modificado de Clement et al., 2012.

A diferencia de los estudios anteriormente mencionados, Sarrion, et al,

analizaron a 40 individuos espafoles con exostosis multiple no relacionados, y

observaron que los individuos con fenotipo mas severo presentaban mutaciones en

EXT2, sin embargo, el numero de mutaciones en este gen fue menor en

comparacién con las encontradas en EXT1 (Sarrion et al., 2011).
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Delgado et al, realizaron el primer estudio en pacientes latinoamericanos con
osteocondromas, analizaron a 33 pacientes no relacionados, originarios de Chile y
Argentina. En su grupo de estudio se incluyeron 18 hombres y 15 mujeres, de los
cuales 27 presentaron exostosis multiple y 6 osteocondromas asilados. 21

pacientes con exostosis multiple presentaron mutaciones en EXT1y EXT2 (Fig. 11

y tabla 7) (Delgado et al., 2014).

A (n=6) (n=17) B
EXT1(n=2) EXT1(n=10)
EXT2(n=2) EXT2(n=4)
49% NM (n=2) NM (n=3)
hereditarios 599
hereditarios
(n=4) (n=2)
EXT1(n=3) EXT1(n=1)
EXT2(n=1) NM (n=1)

/

« IS
l «1IS
EXT1(n=1) IS
(n=4) o (n=0) -
EXT1(n=3) EXT2(n=1) EXT1(n=5) VS
NM (n=1) exrz(n;m
NM (n=2)
s Severo
100% no
= Moderado

hereditarios

No clasificado

Figura 11. Relacion genotipo-fenotipo en pacientes latinoamericanos con exostosis multiple. (A)
Muestra la proporcion del fenotipo severo (azul), moderado (rojo) y pacientes no clasificados (verde)
y su distribucién de las mutaciones en EXT1 y EXT2. (B) Subcategorias del fenotipo severo y su
relacidn con el genotipo. NM = Sin mutacion detectada. Modificado de Delgado et al., 2014.
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Tabla 7. Relaciéon genotipo-fenotipo en pacientes latinoamericanos con exostosis multiple.

Modificado de Delgado et al.2014

Gen | Fenotipo Exon- Mutacion Cambio en Tipo de
Intrén proteina mutacion
EXT1| 1S |Ex1 C.248_249insA 0.GIn84Alafs*105 | Cormmiento del
marco de lectura
EXT1 M Ex 1 ¢.232dupG 0.\Val78Glyfs*111 | Corrimiento del
marco de lectura
EXT1 IS | Ex1 ¢.369_370delAG o.Lys126Asnfs+e2 | COrrimiento del
marco de lectura
EXT1 IVS Ex 1 c.752delT p.Leu251X Sin sentido
EXT1 IS Ex 1 c.791T>C p.Leu264Pro Sentido
equivocado
EXT1 VS Ex 1 Cc.848T>A p.Leu283X Sin sentido
EXT1 M Ex 1 C.916A>T p.Lys306X Sin sentido
EXT1 NA Ex 1 ex1del Desconoce Delecion
EXT1| 1S |Ex2 c.1018C>T 0.Arg340Cys Sentido
equivocado
EXT1 IS Ex 2 c.1037G>C p.Arg346Thr Sentido
equivocado
EXT1 NA In 3-4 c.1164 + 1G>A - Sitio de splicing
EXT1 IS Ex 4 c.1219C>T p.GIn407X Sin sentido
EXT1| 1S |Ex6 c.1469delT 0.Leud90Argfstg | COrrimiento del
marco de lectura
EXT1 VS In8-9 | c. 1722 + 1G>A - Sitio de soficin
EXT1| S |Ex9 c.1748A>G p.GIn583Arg plicing
EXT2 NA In 3-4 c.626 + 1G>A - Sitio de splicing
EXT2 IS Ex 5 ¢.920_929del10insTG | p.Asp307Valfs*4s | Corrimiento del
marco de lectura
EXT2 IS Ex 6 ex6del Desconoce Delecion
EXT2 s Ex 8 c.1182G>A D.Trp394X Sin sentido
EXT2 | NA |Ex10 |c.1616_1623del8ins10 | p.Asp539GInfss | COTrimiento del
marco de lectura
EXT2 IVS Ex 4-14 | ex4-14del Desconocido Delecion

Delgado et al, mencionaron que es dificil establecer un relacién genotipo — fenotipo

en pacientes con exostosis multiple, puesto que la mayorias de las mutaciones son

privadas. Sin embargo los pacientes con mutaciones en EXT1 presentaron mayor

numero de osteocondromas a comparacion de los que tuvieron en EXT2.
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Diagnostico

El diagndstico de exostosis multiple se sospecha con base en los hallazgos
clinicos y radiolégicos; aproximadamente el 50% de todos los pacientes con
exostosis multiple presentaran un osteocondroma visible a los 5 afos, y el 80% a
los 10 afios (Andries et al., 2013; Jones, Pacifici, & Hilton, 2014), lo cual facilita el
diagndstico durante la infancia (Fig. 12). Sin embargo, algunos pacientes pueden
ser sometidos a procedimientos quirurgicos innecesarios que conllevan al retraso

del diagnostico.

El analisis molecular de los genes EXT1 y EXT2 puede ser una prueba
complementaria para confirmar el diagnéstico, lo que impactaria en la calidad de

vida de los pacientes, asi como en el manejo médico a partir del genotipo.

Tratamiento

Como se menciond anteriormente, los osteocondromas corresponden casi
el 50% de los tumores benignos 6seos que son quirurgicamente tratables
(Francannet et al., 2001; Liesbeth Hameetman et al.,, 2004). En ausencia de
sintomas, la exostosis no requiere tratamiento quirurgico. Es importante una
valoracion anual, que incluya radiografias, principalmente a los nifios y adultos con
exostosis multiple que tengan osteocondromas en el esqueleto axial, dependiendo
del tamano y del dolor secundario que produzcan, particularmente aquellos que
involucran la pelvis, debido al riesgo de transformaciéon maligna en condrosarcomas
(Fig. 12).
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Las indicaciones para la reseccion quirurgica de estos tumores, son la
presencia de dolor, alteraciones en el crecimiento, que produzcan una deformidad
angular, disminucién de los arcos de movimiento de la articulacion afectada, artritis
degenerativa, compresion de estructuras neurovasculares o alteraciones
cosméticas. Los pacientes con exostosis multiple en promedio requieren tres
cirugias a lo largo de la vida, principalmente durante la infancia, y el 70% tienen una
cirugia a la edad de 18 afios. En nifios la cirugia es mas riesgosa, ya que puede
causar un dafio irreversible en la placa de crecimiento. Aunque no hay formacién de
nuevas exostosis después de la pubertad, cuando las exostosis estan cerca de las
placas de crecimiento pueden seguir creciendo y causar mas dolor y
complicaciones, lo que lleva a una tasa de cirugia del 67% en los adultos. Las
principales complicaciones de la reseccion quirdrgica reportadas son dolor,
discapacidad y problemas implicitos en la cirugia. (Alvarez, Tredwell, De Vera, &
Hayden, 2006; Huegel et al., 2014).
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Figura 12. Diagrama de flujo sobre diagndstico y seguimiento de pacientes con exostosis multiple.

Modificado de Hameetman et al.,2004.
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Diagnostico diferencial

Dentro de los principales diagndsticos diferenciales de exostosis multiple se

encuentran:

Displasia epifisiaria hemimélica (DEH, MIM #127800) también conocida
como enfermedad de Trevor o aclasia tarso-epifisiaria. Es una alteracion, no
heredable, en el desarrollo con crecimiento excesivo del cartilago de una o mas
epifisis. Afecta predominantemente a las extremidades inferiores de forma
unilateral, el crecimiento de estas lesiones terminan en la pubertad, generalmente
se diagnostica antes de los 15 afios de edad, es mas frecuente en nifios que en

nifas (Kevin B. Jones, 2012).

Metacondromatosis (MC, MIM #156250) es un trastorno poco comun, con
herencia autosomico dominante, se caracteriza por presentar sincronicamente
osteocondromas multiples y encondromas en nifios. Los osteocondromas en la MC
se localizan en manos y pies, principalmente en los dedos, y en la placa de
crecimiento adyacente, generalmente no se asocian a talla baja secundaria a
encorvamiento de los huesos largos o subluxaciones. Los osteocondromas

frecuentemente se resuelven espontaneamente.

Sindrome de Langer Giedon o tricorrinofalangico tipo Il (MIM #190350) es un
desorden gendmico que involucra la delecion de los genes EXT1 y TRPS1. Los
individuos afectados tienen dismorfias faciales (puente nasal ancho, punta nasal
bulbosa, cabello escaso), déficit intelectual, exostosis y alteraciones digitales

(epifisis conicas).
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Sindrome Potocki-Shaffefer o sindrome de DEFECT 11 (MIM #601224) es
un desorden gendmico que involucra la delecion de los genes EXT1y ALX4. Los
afectados tienen exostosis multiple, alteracion en la osificacion del craneo (foramen
parietal amplio), disostosis craneana y déficit intelectual (Pannier & Legeai-Mallet,
2008).

Asesoramiento genético

El sindrome de exostosis multiple es una enfermedad hereditaria causada
por mutaciones en los genes EXT. Tiene un modo de herencia autosdmico
dominante y una penetrancia del 95%, aunque en la mayoria de la literatura médica
se considera como completa (Jamsheer et al., 2014; Jennes et al., 2009), el riesgo

para los familiares es el siguiente:

Para los padres del probando:

e Aproximadamente el 90% de los casos de exostosis multiple son familiares y
el 10% son causados por una mutacion de novo en los genes EXT (Kang et
al., 2013).

e Se recomienda la evaluacién clinica y radiografica de los padres del
probando con aparente mutacion de novo a fin de descartar manifestaciones

leves de la enfermedad.

Para los hermanos del probando:

e Elriesgo para los hermanos del probando depende del fenotipo y/o genotipo
de los padres; es decir si presentan la mutacion en algunos de los genes
EXT.
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e Silos padres presentan la mutacidén en EXT o los datos clinicos suficientes
para realizar el diagndstico, el riesgo para cada hermano es del 50% de
presentar la exostosis multiple.

e Si ninguno de los padres de los individuos con exostosis multiple, presenta
datos clinicos sugestivos de esta entidad, el riesgo para los hermanos es
bajo, sin embargo hay que tener en cuenta la posibilidad de la presencia del

mosaicismo germinal

Para los hijos de los probandos:

e Tienen el 50% de riesgo por cada embarazo de heredar la mutacion en EXT

y presentar la enfermedad.
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Objetivos:
Objetivo general:

e Investigar cuales son las mutaciones mas frecuentes en EXT1 en pacientes
mexicanos con exostosis multiple a fin de implementar una prueba de apoyo

diagnostico.

Objetivos especificos:

e Estandarizar las condiciones para secuenciar EXT1.

e Secuenciar los exones de EXT1 con el mayor numero de mutaciones
reportadas en pacientes con exostosis multiple en otras poblaciones.

e Observar cuales son las mutaciones mas frecuentes en EXT1 en la poblacién
mexicana.

e Comparar los resultados del analisis mutacional con lo reportado para otras
poblaciones.

e Contribuir al establecimiento de una correlacién genotipo — fenotipo para
exostosis multiple.

e Aportar datos que ayuden a dilucidar los mecanismos moleculares

subyacentes al desarrollo de la enfermedad.

Planteamiento de problemay justificacion:

La exostosis multiple estéd causada por mutaciones en los genes EXT1 y
EXT2. En la mayoria de las poblaciones estudiadas se han reportado un mayor
numero de mutaciones en EXT1, excepto en poblacién china donde han sido en
EXT2. En México el diagndstico de la enfermedad se basa en criterios clinicos, sin
embargo en ocasiones el diagndstico se retrasa y los pacientes llegan a ser
expuestos a procedimientos innecesarios. Por lo tanto, seria de gran utilidad contar
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con una prueba que complemente el diagnéstico. La posibilidad de hacer un
diagnostico de certeza impactara en la calidad de vida de los pacientes y en la

utilizacién de los recursos humanos y materiales en Salud.

Hipotesis:

Los genes EXT1 y EXT2 son los principales responsables de la exostosis
multiple; el gen EXT1 es el que se encuentra principalmente mutado en la mayoria
de las poblaciones previamente estudiadas, de acuerdo a los reportes en la
literatura médica mundial. Se espera encontrar un comportamiento similar en la
poblacion mexicana, tanto en el numero de casos detectados mediante la prueba
molecular como en la distribucion de las mutaciones en EXT17 ya que el fenotipo no

difiere con el descrito en otros paises.

Disefo del estudio:

e Retrospectivo, transversal, descriptivo, observacional exploratorio.

Tamafno de la muestra:

La muestra se obtuvo a conveniencia, en total se reclutaron 38 pacientes. Se
secuenciaron los exones con el mayor numero de mutaciones reportadas del gen
EXT1 de individuos que hayan sido valorados por el servicio de Genética del
Institutito Nacional de Rehabilitacion en un periodo comprendido 2009-2015, que

cumplan con los criterios de inclusién y acepten participar en el estudio.
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Andlisis y métodos estadisticos:

Debido al tipo de estudio no se realizaran pruebas estadisticas. Sélo se

presentara estadistica descriptiva

Poblacion del estudio:
Criterios de Inclusion:

¢ Individuos mestizo-mexicanos que sean pacientes del Instituto Nacional de
Rehabilitacion y que hayan sido valorados por el servicio de Genética.

e |Individuos que tengan perfil radiolégico donde se observen mas de un
osteocondroma.

e Individuos que tengan diagndstico clinico de exostosis multiple con o sin
familiares de primer grado afectados.

¢ Individuos que otorguen su consentimiento informado para participar en este

estudio.

Criterios de Exclusion:

e Individuos que tengan un osteocondroma aislado, sin antecedentes de

familiares con exostosis multiple.

Criterios de Eliminacion:

e Individuos que se nieguen a participar en el estudio al no firmar el
consentimiento informado o se rehusen a la toma de una muestra de sangre

periférica.
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Metodologia

Toma de muestra sanguinea

Se limpid previamente con una torunda alcoholada la zona a puncionar para
desinfectar

Con una jeringa estéril se les tomo6 una muestra de 5 ml de sangre

La muestra de sangre se colocé en un con EDTA

Extraccion de ADN (Gentra Puregene Blood Kit®) 3 ml de sangre

Para la extracciéon de ADN se utilizd el Gentra Puregen Blood Kit (Qiagen)

utilizando el protocolo recomendado por el fabricante:

1.

Se agregaron 900 pl de la solucion de lisis RBC en un tubo de 1.5 ml

2. Se agregaron 300 ul de sangre total al tubo, y se mezclé invirtiendo 10 veces.

3. Se incubd 5 minutos a temperatura ambiente (15-25°C). Se invirtio el tubo al

menos una vez durante la incubacion.

Se centrifugé a 2000x g por 2 minutos para sedimentar los leucocitos.

5. Se desecho cuidadosamente el sobrenadante con la pipeta o decantandolo,

dejando aproximadamente 10 pl de liquido residual y el botdn de leucocitos
Se agitd el tubo vigorosamente en el vortex y se resuspendid el boton
leucocitario en el liquido residual.

o Se agit6 para facilitar la lisis celular en la siguiente etapa.

Se agregaron 300 pl de solucion de lisis celular, y se pipeted para lisar las
células durante 10s.

o Por lo general, no se requirid6 de incubacion; sin embargo, si se
observaban grumos celulares se incubaba a 37 °C hasta que la
solucién fuera homogénea.

Se agregaron 100 ul de solucién de precipitacion de proteinas, y se agitd
vigorosamente durante 20 segundos a alta velocidad.

Se centrifugo durante 5 min a 2,000 x g
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o Los precipitados de proteinas formaban condensados de color marrén
OSCUro.
o Si los precipitados de proteina no estaban condensados, era
necesario incubar en hielo durante 5 min y repetir la centrifugacion.
10.Se adicionaron 300 ul de isopropanolol en un tubo limpio de 1.5 ml, y se
agrego al sobrenadante de la etapa anterior cuidadosamente.
o Se aseguro que el sedimento de proteina no se desprendiera durante
el vertido.
11.Se mezclo invirtiendo suavemente 50 veces hasta que el ADN fue visible
como hilos.
12.Se centrifugd por 3 min a 2,000 x g
o EI ADN fue visible como un pequefio sedimento blanco.
13.Se elimind cuidadosamente el sobrenadante, y se drend el tubo invirtiéndolo
sobre una hoja limpia de papel absorbente, se tuvo cuidado de que el
sedimento permaneciera en el tubo.
14.Se anadieron 300 pl de etanol al 70% y se invirtié varias veces para lavar el
sedimento de ADN.
15.Se centrifugd durante 1 min a 2,000 x g.
16.Se desecho cuidadosamente el sobrenadante, volteando el tubo en un
pedazo de papel absorbente limpio, se tubo cuidado que el botén
permaneciera en el tubo.
o Se dejo secar al aire el sedimento por 5-10 minutos.
o Se evitd el exceso de secado del sedimento de ADN, pues se vuelve
dificil de disolver.
17.Se anadieron 100 ul de solucion de hidratacion de ADN y se vortexeo durante
5 segundos a velocidad media para mezclarlo.

18.Se incubd a 65°C por 1 h para que se disolviera el ADN.
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Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La amplificacion de los exones 1, 2, 6 y 9 de EXT1 se realizé utilizando los
oligonucledtidos previamente descritos por Chen et al (Chen, Chi, Chuang, & Jou,
2006) descritos en la tabla 8:

Tabla 8. Oligonucleotidos utilizados en el andlisis de gen EXT1 en este estudio.

E1-1F | 5-atgcaggccaaaaaacgcta-3’
E1-1R | 5’-ctt ccgacccaac tttgatg-3’
E1-2F | 5’-gtgcag agtctccact tgtg-3’
E1-2R | 5’-agcct ggaactgagc aaatc-3’
E2-F 5’-gaaaagtga gagctgcctg c-3’
E2-R 5’-ggtg gagggaggat ttactc-3’
E6-F 5’-gcagcttttc atcttgtttc tgtcctgtc-3’
E6-R 5’-attcttggaa gtgaaatctg-3’

E9-F 5’-cac agtccccgga ttttgca-3’
E9-R 5’-gcttggga ttcatcactg ag-3’

EXT1

Cada reaccion de PCR de 10 ul contenia lo siguiente (Tabla 9):

Tabla 9. Componentes de la reaccion de PCR

1x
Agua inyectable 4.3 ul
Buffer 10X 1l
MgCI22500M 0.6 ul
DNTPs 0.2mM 1l

Oligonucleétido R 10 uM 0.5 ul
Oligonucleétido F 10 uM 0.5 pl

ADN (50ng/ i) 2 ul
Taq polimerasa 5u/ pl 0.1 ul
Total 10 pl

Se preparo la master mix en tubos de 500ul de acuerdo al niumero de muestras
a analizar. Las muestras se colocaron en un termociclador Veriti (Applied

Biosystems) y se programo de la siguiente manera (Fig. 13):
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e Etapa de desnaturalizacion inicial
o Temperatura: 95°C

o Tiempo: 5 minutos

e 38 ciclos con las siguientes condiciones:
o Etapa de desnaturalizacion
= Temperatura: 95°C
= Tiempo: 30 segundos
o Etapa de alineamiento
» Temperatura: variable segun los oligonucleétidos (56-62°C)
= Tiempo: 15 segundos
o Etapa de extension
» Temperatura: 72°C
» Tiempo: 1 minuto
o Y una fase final de extension
= Temperatura: 72°C

» Tiempo: 7 minutos

38 ciclos

Desnaturalizacidninicial Desnaturalizacidn

Extension Final
Alineamiento
95°C 95°C | N 72°C 72°C
5:00min  0:30 min 65°C 1:00min  7:00 min
0:30 min
4°C
(e o]

Figura 13. Fases de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). Alineacion de 56 a 62°C segun

el primer usado.
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Las temperaturas de alineamiento de los oligonucledtidos se describen a

continuacion (Tabla 10):

Tabla 10. Temperatura de alineamiento de los oligonucleétidos empleados en nuestro estudio.

Temperatura
. de

Primer . .

alineamiento
EXT1 E1-1F 56 °C
EXT1 E1-1R 56 °C
EXT1 E1-2F 56 °C
EXT1 E1-2R 56 °C
EXT1 E2-F 62 °C
EXT1 E2-R 62 °C
EXT1 E6-F 56 °C
EXT1 E6-R 56 °C
EXT1 E9-F 56°C
EXT1 E9-R 56°C

Electroforesis en gel de agarosa

Elaboracién del gel de agarosa para la electroforesis

Se tomo un matraz limpio y se agregaron 50 ml de buffer TAE (tris-acetato-
EDTA).
Se disolvidé un gramo de agarosa para obtener una concentraciéon del 2%.
Se calentd durante un minuto en el horno microondas y se agité ligeramente
hasta que se disolviera la agarosa.

o Se prepard la camara de electroforesis, colocando un peine para

formar 10 pozos.

Se agregd la solucion de agarosa al 2% y se dejé polimerizar. Una vez
polimerizado el gel, se retiré con cuidado el peine.
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Electroforesis

e Se llen6 la camara con suficiente buffer TAE para que se cubriera el gel.

e Se conectaron los cables (rojo/negro) de la fuente de poder a sus respectivos
electrodos.

e Se colocaron 100 ng del marcador de peso molecular de 100pb (Invitrogen)
y 2 Jl de cada uno de los productos de PCR de manera ordenada.

e Se realizo la electroforesis a 100 V por 30 minutos

¢ Una vez terminada, se retir6 el gel de agarosa del buffer TAE

e Se coloco en una solucién con bromuro de etidio por 5 minutos

e Se puso el gel en una camara fotografia bajo luz UV y se capturé la imagen
en programa de Kodak en un equipo de cémputo para verificar la

amplificacion del fragmento de interés.

Precipitacion de los productos de PCR

e A cada reaccion de 10 ul, se le agregaron 10 ul de agua bidestilada.

e Se anadieron 5 ul de acetato de sodio al 3M.

e Se agregaron 13 pl de isopropanolol absoluto, y se transfirié a un tubo de 1.5
ml.

e Seincubod a temperatura ambiente por 15 minutos.

e Se centrifugd a 14000 rpm por 15 minutos, y posteriormente se decanto el
sobrenadante.

e Se agregaron120 ml de etanol al 75% al botén para lavarlo,

e Se centrifugd a 14000 rpm por 5 minutos, y posteriormente se decanto el
sobrenadante cuidadosamente micropipeta.

e Se resuspendio el ADN en 10 ul de agua destilada
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Secuenciacion
PCR de secuencia

e Para la reaccion de secuencia se utilizo el kit de Big Dye Terminator v3.0
(Applied Biosystems)

e Cada reacciéon de secuencia de 10 ul estaba compuesta por (Tabla 11):

Tabla 11. Componentes de la reaccion de secuencia

Agua destilada 4 pl
Buffer 5x BDterminator v.3 2 pl
Oligonucleétido 3.2 uM 1 ul
ADN (productos de PCR) ~10ng
Big Dye terminator v.3 1 ul
Total 10 pl

Se realizé 25 ciclos de la reaccion de cadena de la polimerasa (PCR) de
secuencia. La fase de desnaturalizacion fue a una temperatura de 97°C por 30
segundos, la de alineamiento a 50°C por 15 segundos vy la fase de extensién a
60°C por 4 minutos. Los productos de PCR se secuenciaron mediante un técnica

tipo Sanger, en un equipo ABI Prism 3100 genetic Analizer (Applied Biosystems).

Centri-sep

Las columnas Centri-sep son usadas para una rapida y eficiente purificacién de
grandes moléculas (proteinas, acidos nucleicos, carbohidratos complejos) hasta
moléculas pequefias como nucledtidos, buffer, sales, etc. En nuestro caso fueron
utilizadas para la purificacion de los productos de la PCR de secuencia de los

exones 1, 2, 6 y 9 del gen EXT1. El procedimiento constd de los siguientes pasos:
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1.

Hidratacion de la columna

1.1.Se golped suavemente la columna para que el gel seco se asentara.

1.2.Se retir6 la tapa superior y adicion6 0.80 ml de agua bidestilada para
reconstituir la columna.

1.2.1. Se tapd la columna y se hidraté el gel mediante inversion de la
columna o colocandola en el vértex por un breve instante. Dejando que
solidificara el gel.

1.3.Se dejaron hidratar las columnas a temperatura ambiente por 30 minutos
antes de usarlas.

1.3.1. Las Columnas reconstituidas se pueden almacenar refrigerandolas a

4°C durante varios dias.

Remueva el liquido intersticial

2.1.Se eliminaron las burbujas de aire de la columna de gel invirtiendo y
golpeando ligeramente la columna.

2.2.Después de que el gel haya solidificado y esta libre de burbujas, se retiro la
tapa de la columna superior, y luego la inferior.

2.3.Se drend el exceso del liquido de la columna (por gravedad) en un tubo de
limpio de 2 ml.

2.4.La columna se centrifugd a 750 x g durante 2 minutos para eliminar el liquido

intersticial.

Procesamiento de la muestra

3.1.Cada muestra se transfirié directamente sobre el centro de la cama de gel
en la parte superior de la columna, sin perturbar la superficie del gel (Fig 14).

3.2.La columna se coloco en un tubo colector limpio (1,5 ml) y se centrifug6 a
750 x g durante 2 minutos. .

3.3.Las muestras se desecaron por medio de vacio sin aplicar calor.
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3.4.Una vez que las muestras estan completamente secas se resuspendieron
en 15 pl de formamida y se desnaturalizaron a 95°C por 5 minutos para la

secuenciacion capilar.

Figura 14 Colocacion de la muestra en la columna para purificacion de los productos de secuencia.
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Resultados:

De abril de 2010 a abril de 2015, se reclutaron 38 pacientes del Instituto
Nacional de Rehabilitacion valorados por el servicio de Tumores éseos y Genética
con diagndstico clinico de exostosis multiple (osteocondromatosis multiple), se les
tomd una muestra sanguinea para extraccion de ADN y secuenciacion de EXT1,

previa autorizacion mediante el consentimiento informado.

De los 38 pacientes, fueron 20 hombres y 18 mujeres, con una relacion
hombres: mujeres de 1.1:1, el rango de edad 6 a 68 afos. 12 casos fueron
esporadicos y 25 casos familiares, y se desconocen antecedentes familiares de 1
paciente (Fig. 15). En la figura 16 se muestran el arbol genealdgico de 3 familias
afectadas con exostosis multiple. El origen de los pacientes es variable, ya que por
tratarse de un instituto de referencia nacional, la mayoria de los pacientes son
provenientes del Distrito Federal y Estado de México (Fig. 17). La edad media de

diagndstico de nuestra cohorte fue de 9.1 afos.

TIPOS DE CASOS DE EXOSTOSIS MULTIPLE

Unicos
31%

Familiares
66%

M Unicos M Familiares ™ Se desconoce

Figura 15. Grafica que representa los tipos de casos osteocondromas de los de los pacientes con

exostosis multiple estudiados en el INR.
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Figura 16. Casos familiares de exostosis multiple estudiados en el INR. Arbol genealdgico del

paciente ARMA (A. Se desconoce cudl individuo de la generacion | era el afectado). DHY (B), MBR

(C).
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Lugar de origen

Michoacan | |Veracruz
Hidalgo o
6%8 3% . 6%

Guerrero
3%

Edo Méx
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Figura 17. Grafica del lugar de origen de los de los pacientes con exostosis multiple estudiados en
el INR.

A 12 de los 38 pacientes se les habia realizado la busqueda de mutaciones
en el gen EXT1 previamente, por lo que se procedido a analizar el ADN de los
pacientes restantes. No se analizaron 5 muestras debido a problemas con la
concentracion o calidad del ADN. Se realizo el analisis parcial de la secuencia del
gen EXT1 a 21 pacientes mexicanos con datos clinicos de exostosis multiple
valorados en el Instituto Nacional de Rehabilitacion. En el grupo de estudio 10
fueron mujeres y 11 hombres. Se encontraron 10 casos familiares y 11 casos
esporadicos. En promedio, se observaron 8 osteocondromas por individuo, y la
localizacion mas frecuente fue radio y cubito (81%), en la articulacién de la rodilla
(71%), fémur (62%), region costal (62%), humero (57%), tibia y peroné (52%),
tobillo (48%), huesos de la mano (33%, incluyendo falanges y metacarpos),
escapula, clavicula y pelvis (19% cada una), pie (10%) (Fig 18). La edad de

deteccioén de los osteocondromas fue 8.5 afios con una rango de 2 a 17 afos.
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Figura 18 Esquema de la localizacion mas frecuente de los osteocondromas en los pacientes con

exostosis multiple en este estudio.

En la figura 19, se presentan algunas de las radiografias de los 21 pacientes
analizados en este estudio, donde se muestran osteocondromas de diferentes

tamanos y localizaciones, asi como deformaciones secundarias a estos.
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Figura 19 Radiografias de algunos de los pacientes con exostosis multiple estudiados. Obsérvese el

tamafio de los osteocondromas y la deformidad que pueden ocasionar.

De las complicaciones producidas por los osteocondromas, 11 de los 21
pacientes analizados presentaron deformidades esqueléticas (52%), 2 tuvieron
luxaciones secundarias a la deformidad producida por el osteocondroma (2%), 12
manifestaron dolor secundario a la compresién nerviosa (67%), 2 tuvieron talla baja
(14%), 12 fueron sometidos a cirugias para reseccion de las exostosis (57%), y
ninguno desarrollo malignizacion del osteocondroma (Fig 20).
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Complicaciones de la exostosis mulitple
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Figura 20 Gréfica de las complicaciones secundarias a exostosis multiple en los 21 pacientes en los

que se realizo el analisis del gen EXTT.

Al realizar el analisis de secuenciacion del gen EXT1, se encontraron 26
variantes en 15 (58%) de los 21 de los pacientes estudiados. (Tabla 12). De las 26
variantes encontradas, solamente 2 se encuentran reportadas en la base de datos
MOdb (Multiple Osteochondromas Mutation Database, (EXT1 homepage - Multiple
Osteochondroma Mutation Database - Leiden Open Variation Database). Dichas variantes
son: c.G1019A (p.R340H) y c.G1761A (p.ES87E) (Fig. 21 y 22). La primera variante
es una mutacion de sentido equivocado en el exdn 2 que se ha asociado a exostosis
multiple. En tanto que la segunda corresponde a un polimorfismo en el exén 9,
identificado como SNP rs7837891, y se encontrd en estado homocigoto. Referente
a este polimorfismo, el codon GAG tiene una frecuencia alélica global de 0.583 y el
cambio por GAA de 0.417. En poblacion con ancestria mexicana que radica en los
Angeles, California, EUA, es de 0.58 y 0.42 respectivamente, segun el registro del
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HapMap 3 (HapMap Homepage). Los 24 cambios no descritos resultan en mutaciones

de sentido equivocado. De estas 20 fueron unicas y una (c.T1002G, p.C334W) se

repitid en 4 pacientes no relacionados entre si (Figura 23).

Tabla 12. Variantes encontradas en la secuencia del gen EXT1 en la cohorte de pacientes con

exostosis multiple.

10

11

12

13

14

15

16

Paciente Ex6n |g. ADN c.ADN Proteina |Tipo de mutacién

DMZE 1 g.G6086A c.G313A p.D105N | Sentido equivocado
DHB 1 g.G5943A c.G170A p.R57H Sentido equivocado
HMRS 1 g.G5854T c.G81T p.Q27H Sentido equivocado
MBR 1 g.C5949G c.C176G p.P59R Sentido equivocado
RVJ 1 g.T5970C c.T197C p.V66A Sentido equivocado
PTOB 1 g.AB6378C c.A605C p.D202A | Sentido equivocado
PTOB 1 g.G6556C c.G783C p.K261N | Sentido equivocado
SGN 1 g.T6417C c.T644C p.M215T | Sentido equivocado
SGN 1 g.T6461A, c.T688A p.F230I Sentido equivocado
ARMA 2 g.A279642T |c.A986T p.H329L | Sentido equivocado
DJMS 2 g.T279658G |c.T1002G p.C334W | Sentido equivocado
DHY 2 g. T279658G |cT1002G p.C334W | Sentido equivocado
DHY* 2 g.G279675A |c.G1019A p.R340H | Sentido equivocado
SJA 2 g.T279658G |c.T1002G p.C334W | Sentido equivocado
uscC 2 g.T279658G |c.T1002G p.C334W | Sentido equivocado
LPP 2 g.A2796711C | c.A1055C p.Q352P | Sentido equivocado
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17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

* Variante previamente asociada a exosotosis multiple.

ARMA 6 g.C297048A |c.C1440A p. F480L |Sentido equivocado
DHY 6 g. G297121C |c.G1513C p.A505P | Sentido equivocado
HMRS 6 g.A297143T |c.A1535T p.Q512L | Sentido equivocado
RMMF 6 g.T297021A |c.T1413A p.N471K | Sentido equivocado
SGN 6 g.C297050G |c.C1442G p.T481S | Sentido equivocado
HMRS 9 g.G309452T | c.C1732T p.A578S | Sentido equivocado
MBR 9 g.A309458G | c.A1738G p.T580A | Sentido equivocado
PTOB** 9 g.G309481A |c.G1761A p.E587E | Polimorfismo

PTOB 9 g.A309506C |c.A1786C p.S596R | Sentido equivocado
SGN 9 g.A309421C |c.A1721C p. E574A | Sentido equivocado

** Polimorfismo rs7837891 MAF en poblacion de ancestria mexicana 0.42.

A N C© €

Figura 21 Electroferograma de la secuenciaciéon del exén 2 de EXT1 del paciente DHY, se encontré

una mutacion puntual ¢.G1019A (p.R340H), en estado heterocigoto, reportada previamente en la

base de datos MOdb asociado a un paciente con exostosis multiple.
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Figura 22 Electroferograma de la secuenciacion del exén 9 de EXT1 del paciente PTOB, se encontrd

c

polimorfismo (c.G1761A, p.E587E) en estado homocigoto, previamente reportado en la base de
datos MOdb, rs7837891.

Figura 23 Electroferograma de la secuenciacion del exén 2 de EXT1 del paciente DHY, se encontrd
una mutacion de sentido equivocado (c.T1002G), en estado heterocigoto, la cual se repite en otros

3 pacientes no relacionados.
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Con el fin de evaluar el posible efecto patogeno de las nuevas variantes
encontradas en la secuencia de ADN de nuestros pacientes, se realizdé un analisis
in silico usando un predictor bioinformatico (MutationTaster). Se tomaron como
referencia dos puntos principales, la prediccion y el score. El valor de probabilidad
indica la certeza de la prediccion, un valor cercano a 1 indica un alto grado

de"seguridad" del resultado predicho.

El puntaje o score, hace referenca al cambio de un aminoacido por uno nuevo. Se
obtiene de una matriz de sustitucion de aminoacidos (Matrix Grantham), que toma
en cuenta las caracteristicas fisico-quimicas de los aminoacidos y el puntaje es de
acuerdo al grado de diferencia entre el aminoacido original y el nuevo. Las

puntuaciones pueden variar desde 0,0 hasta 215. (Tabla 13).
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variantes del ADN encontradas en este estudio.

Tabla 13. Analisis in silico mediante el programa Mutation Taster, para conocer el efecto de las 26

c.ADN Proteina |Prediccidn Probabilidad Score
c.G313A |p.D105N | Causante de enfermedad |0.999999887292278 |23
c.G170A |p.R57H Causante de enfermedad | 0.999709691696183 |29
c.G81T p.Q27H Causante de enfermedad | 0.803357979301674 |24
c.C176G | p.P59R Causante de enfermedad |0.990103698838087 | 103
c.T197C | p.V66A Polimorfismo 0.99024698842511 |64
c.A605C |p.D202A |Causante de enfermedad |0.999999999283534 | 126
c.G783C |p.K261N | Causante de enfermedad |0.999999753856591 |94
c.T644C |p.M215T |Causante de enfermedad |0.999999988234874 |81
c.T688A | p.F230I Causante de enfermedad | 0.999999997691522 |21
c.A605C |p.D202A |Causante de enfermedad |0.999999999283534 |126
c.G783C |p.K261N |Causante de enfermedad |0.999999753856591 |94
c.T644C |p.M215T |Causante de enfermedad |0.999999988234874 |81
c.T688A |p.F230I Causante de enfermedad | 0.999999997691522 |21
c.A986T |p.H329L |Causante de enfermedad |0.999999882909634 |99
c.T1002G |p.C334W |Causante de enfermedad |0.999999999998257 |215
c.G1019A |p.R340H |Causante de enfermedad 0.99999999980347 |29
c.A1055C |p.Q352P |Causante de enfermedad |0.99999999974413 |76
c.C1440A |p. F480L |Causante de enfermedad |0.999902204434722 |22
c.G1513C |p.A505P | Causante de enfermedad |0.999999983089607 |27
c.A1535T |p.Q512L |Causante de enfermedad |0.999999940212523 | 113
c.T1413A |p.N471K |Causante de enfermedad |0.907059907511964 |94
c.C1442G |p.T481S |Causante de enfermedad |0.999999872019362 |58
c.G1732C |p.A578S | Causante de enfermedad |0.99999999640309 |99
c.A1738G |p.T580A |Causante de enfermedad |0.999999966386923 |58
c.A1786C |p.S596R | Causante de enfermedad |0.999999995175652 |110
c.A1721C |p. E574A |Causante de enfermedad |0.999999996488667 | 107

Se compard las variantes encontradas en otro predictor bioinformatico

(PredictSNP analysis, http://loschmidt.chemi.muni.cz/predictsnp/) (Bendl et al.,
2014). Este a su vez lo compara con otros predictores como MAPP, PhD-SNP,
Polyphen, SIFT, SNAP y Panther, cada uno arroja la probabilidad de que los

cambios puedan ser neutrales (polimorfismos) o ser deletereos (Tabla 14).
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Tabla 14. Analisis in silico que se realizé en PredictSNP analysis, Variantes deletérea (rojo), variantes

neutras (verde) de acuerdo a otros predictores.

Mutacion | MAPP | PhD-SNP | 0% | POV | SIET | SNAP |PANTHER
Q27H i 72% 67% 79% 67% 62% 71%
PSOR | 73% 68% 59% 69% 76% 55% 71%
VB6A | 72% 68% 67% 87% 79% 7% 71%
D105N |  66% 73% 67% 40% 70% 58% .
D202A | 59% 73% 67% 50% 43% 50% 48%

M215T | 59% 51% 59% 56% 79% 50% 48%
F230 | 57% 82% 74% 68% 79% 62% .
K26IN | 74% 73% 67% 45% 45% 58% .
H320L | 77% 45% 67% 75% 81% 5% 62%
C334W | 63% 89% 74% 81% 79% 81% :
R340H | 77% 68% 67% 50% 66% 61% .
Q352P | 66% 88% 74% 60% 79% 62% 66%
NA7IK | 66% 78% 67% 79% 90% 71% :
F480L | 63% 88% 67% 40% 45% 55% .
TAB1S | 46% 51% 67% 55% 70% 61% :
A505P | 57% 88% 67% 63% 46% 81% 47%
Qs12L | 77% 59% 59% 40% 53% 55% 52%
ES74A | 77% 82% 67% 60% 79% 72% 56%
T580A | 64% 83% 67% 68% 79% 58% 68%
S506R | 65% 51% 67% 43% 71% 62% 49%
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Discusion:

La exostosis multiple es una enfermedad hereditaria relativamente frecuente,
con un patrén de herencia autosomico dominante, es causada por la inactivacion
heterocigota de los genes EXT1y EXT2. En individuos afectados las mutaciones en
EXT1y EXT2 se reportan en el 56-78% y 21-44% respectivamente. Sin embargo,
existe un porcentaje de pacientes en los cuales no se identifican mutaciones en
estos genes por lo que se propone la existencia de un tercer gen asociado,
posiblemente localizado en el cromosoma 19. Los productos génicos de los genes
EXT tienen una funcién de supresores de tumores y estan involucrados en la
sintesis de sulfato de heparan. En distintas poblaciones estudiadas se reporta que
el 56 al 78% de las mutaciones se encuentran en el gen EXT1. Las mutaciones
pueden ocurrir a lo largo de todo el gen, sin embargo los exones 1, 2, y 6 son los
principalmente afectados. Hasta el 80% de las mutaciones reportadas son de
sentido equivocado, deleciones e inserciones que ocasionan corrimiento del marco
de lectura, mutaciones que afectan el sitio de corte y empalme, lo que conlleva a

que sus productos proteicos tengan una terminacién y/o degradacion prematura.

En este estudio se analizaron 21 pacientes con datos clinicos de exostosis
multiple, la edad promedio de diagndstico fue de 8.5 afos, con un rango de edad de
2 al17 anos. Estos datos son similares a lo reportado en la literatura mundial, que
estima una edad promedio para el diagndéstico del ~50% a los 5 anos, y el 80% a
los 10 afios (Andries et al., 2013; Jones et al., 2014). En 2 se observé un retraso en
el diagndstico entre los 22 y 50 afios lo que ocasion6 que los pacientes fueran

sometidos a procedimientos riesgosos e innecesarios.

59



De acuerdo a los estudios clinicos en otras poblaciones, las zonas mas
afectadas son la region distal del fémur (90%), la regién proximal de tibia (84%),
peroné (76%) y humero (72%), en la poblacién de estudio se observé que las
regiones corporales mas afectadas fueron radio y cubito (81%), en la articulacion de
la rodilla (71%), fémur (62%), regién costal (62%), humero (57%), tibia y peroné

(52%), lo que es similar a lo reportado a nivel mundial.

Dentro de las complicaciones mas frecuentemente encontradas las deformidades
esqueléticas estuvieron presentes en un 52% de pacientes, seguida de dolor secundario
a la compresién nerviosa con un 67%, debido a estas complicaciones el 57% de los
pacientes fueron sometidos a cirugias para reseccion de las exostosis, cabe sefialar
que 8 pacientes (38%) son menores a 18 afos, y segun lo reportado en la literatura

el 70% de los pacientes tienen una cirugia a la edad de 18 afios,

Una de las complicaciones que llega a poner en riesgo la vida de los pacientes es
la transformacién maligna de los osteocondromas, lo cual ocurren en un 0.5-5% de
los pacientes. En nuestra poblacion de estudio no se observo transformacién en
ningun caso. Sin embargo, se debe considerar que la edad promedio en que ocurre
la malignizacién es 34 anos, dentro del grupo de pacientes, 16 (76%) estan por
debajo de esa edad por lo que es necesario realizar una vigilancia periédica a fin de

detectar cualquier indicio de transformacion maligna.

Se intentd clasificar el fenotipo de los pacientes en moderado o severo de
acuerdo a la escala propuesta por la Sociedad de Tumores Musculo-esqueléticos
(Francannet et al., 2001), sin embargo no fue posible ya que algunos datos clinicos
no estaban registrados en el expediente. A pesar de esto, trataron de evaluarse
algunos criterios de la escala, por ejemplo se detecto talla baja en 14% de los
pacientes. El promedio de osteocondromas por paciente fue de 8, y hubo 7

pacientes que presentaron mas 10 osteocondromas. Se observé compromiso de la
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funcién relacionado al crecimiento de osteocondromas en 2 pacientes, por

luxaciones secundarias a la deformidad.

En nuestra poblacidn se analizaron las secuencias de los exones 1, 2,6y 9
del gen EXT1, incluyendo las respectivas uniones exodn/intron. Se encontraron
cambios la secuencia de ADN gendémico en el 58% de los pacientes, la mayoria son
cambios de sentido equivocado, que no se habian reportado previamente en las
bases de datos revisadas. Este hallazgo corresponde a lo reportado en la literatura,
ya que de las 713 variantes de EXT1, 432 son variantes unicas, lo que habla de un
gran numero de variantes privadas. Se realizd6 un analisis in silico usando dos
predictores bioinformaticos para conocer el posible efecto de las variantes en la
funcién de la proteina. Los resultados del analisis sugieren que la mayoria de estos
cambios son deletéreos y por tanto probables mutaciones causantes de la
enfermedad. Aunque estos resultados deben tomarse con cautela, consideramos
conveniente confirmar las variantes en los pacientes y extender el estudio a los
familiares de primer grado, para buscar intencionadamente las probables
mutaciones. En caso de no encontrarse estas variantes en los familiares
clinicamente sanos, seria conveniente el analisis de 100 cromosomas de individuos
sin datos de exostosis multiple para descartar que se trate de un polimorfismo en
nuestra poblacion, asi se sentarian las bases para un estudio poblacional en

mexicanos.

En un paciente se encontré la mutacion de sentido equivocado ¢c.G1019A
(p.R340H) en estado heterocigoto, que ha sido previamente relacionada con
exostosis multiple. Esta mutacién se encuentra en el exdon 2 y se considera como
un punto caliente del gen EXT1. Este cambio ha sido reportado 28 veces segun la
base de datos de exostosis multiple (MOdb). Vale la pena mencionar que la mayor
parte de individuos que portan esta mutacidon son de poblacion caucasica,

principalmente de Italia y Bélgica. Ademas se ha reportado en poblacion de la India,
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Japon y EUA. La deteccion de esta variante en diversas poblaciones hace pensar
en que se trata de eventos independientes, lo que concuerda con las caracteristicas

de un punto caliente.

De manera interesante, se encontré el cambio ¢.T1002G (p.C334W) en 4
pacientes. Este no se ha descrito anteriormente y de acuerdo al analisis
bioinformatico es altamente probable que tenga un efecto deletéreo en la funcién de
la proteina. Los pacientes en los que se encontré dicho cambio son originarios del
D.F, Michoacan y 2 del Estado de México, y no tienen ningun parentesco entre si.
Ademas de la busqueda en al menos 100 cromosomas de poblacién sin datos de la
enfermedad para descartar que se trate de un polimorfismo en poblacién mexicana,
se deben realizar estudios funcionales en modelos biolégicos que confirmen una
alteracién en la funcién proteica para confirmar que se trata de la causa de la

enfermedad.

El gen EXT1 tiene 131 SNPs sindnimos en su region codificante, de acuerdo
a la base de datos dbSNP (dbSNP Home Page). Llama la atencion que sélo se
identifico el SNP rs7837891 en un paciente en estado homocigoto. La MAF de este
SNP reportada en poblacion de ancestria mexicana que radica en EUA es de 0.42

lo que es muy parecido a la frecuencia mundial (0.417).

En resumen, este estudio presenta el analisis clinico y molecular de un grupo
de pacientes con datos clinicos de exostosis multiple, la edad de presentacion y las
complicaciones se presentaron acorde a lo reportado en la literatura. Llama la
atencion que se observaron diferencias en cuanto a las regiones corporales mas
afectadas, lo cual puede ser un efecto del tamafio del grupo estudiado o que algunos
pacientes aun estan en el grupo etario donde pueden seguir apareciendo
osteocondromas. Se encontraron 26 variantes en la secuencia de EXT7en 15 (58%)

individuos estudiados, de las cuales s6lo dos han sido reportadas previamente, una
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asociada a exostosis multiple y la otra esta considerada como un polimorfismo. Para
conocer la relevancia de las otras 24 variantes se realizoé un analisis bioinformatico.
Es necesario realizar una busqueda en por lo menos 100 cromosomas de individuos
sin datos clinicos de la enfermedad para descartar que se traten de polimorfismos

en nuestra poblacion.
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