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Resumen

La Osteogénesis Imperfecta (Ol) es el término colectivo que se utiliza para
un grupo heterogéneo de enfermedades del tejido conectivo caracterizadas
principalmente por la susceptibilidad a fracturas 6seas con severidad variable, a lo
largo de la vida, con un patron de herencia autosomico dominante en un 90-95% vy
penetrancia del 100%. Esta fragilidad del tejido ésea esta debida, en la mayor parte
de los casos, a defectos en la biosintesis de la colagena tipo 1. También se han
observado formas recesivas, causadas por mutaciones en otros genes. Se han
identificado cuatro tipos clinicamente diferentes, la caracteristica mas importante en
todos ellos es la fragilidad 6sea que se manifiesta con multiples fracturas sin
traumas previos. En el 90-95% de los casos, la Ol esta provocada por mutaciones
en los genes COL1A1 (17921.33) y COL1A2 (7q21.3), los cuales codifican para las

cadenas a1y a2 de la colagena.

El tipo | se caracteriza principalmente por no ser deformante, escleras azules y no
presentar dentinogénesis imperfecta. En el tipo Il es frecuente la presencia de
multiples fracturas principalmente de costillas y huesos largos al nacimiento,

escleras oscuras y mal prondstico ya que la mayoria fallece. El tipo Il incluye, talla



baja, escleras azul-grisaceas o blancas, presencia de dentinogénesis imperfecta y
deformidad 6sea severa progresiva. El tipo IV, presenta talla ligeramente por debajo
del percentil para su edad, escoliosis leve a moderada, escleras grises o blancas y

deformidad 6sea no progresiva.

Dentro de las caracteristicas radiologicas observadas se encuentra la presencia de
osteoporosis, disminucion de densidad Osea, presencia de huesos wormianos,

fracturas por compresion, escoliosis de grado variable, entre otras.

En éste trabajo se realiz6 un analisis clinico, radiolégico y molecular de pacientes
con diagnédstico de Osteogénesis imperfecta. Se realizd secuenciacion de los
exones 8, 11, 15, 33/34, 37 y 44 del gen COL1A1 debido a que son los que se han
reportado con el mayor numero de mutaciones. Se encontraron 21 variantes en la
secuencia del gen COL1ALl. Dichas variantes no han sido reportadas previamente.
El analisis bioinformatico sugiere que las variantes encontradas pueden ser dafiinas

y por tanto requieren un mayor estudio para correlacionarlas con la enfermedad.



Epidemiologia

La Ol es una enfermedad poco frecuente, se presenta en 1:15,000 a 20,000 recién
nacidos vivos (Van Dijk & Sillence, 2014). La prevalencia e incidencia de los
diferentes tipos de Ol varia entre ellos. Los tipos | y IV representan mas de la mitad
de todos los casos. En Victoria, Australia, se reportd una prevalencia de 3-4/100,000
y una incidencia de 3.5/100,000 para Ol tipo |. Para el tipo Il reportaron una
incidencia de 1-2/100,000, sin embargo, los datos de su prevalencia no estan
disponibles porque tiene letalidad prenatal (Sillence, Senn, & Danks, 1979). La Ol
tipo Il tiene una prevalencia estimada de 1-2/100,000 e incidencia de 1.6/100,000
en poblacion de Australia. (Van Dijk et al., 2011)

Antecedentes Histéricos

A través de la historia la Osteogénesis imperfecta ha recibido un gran numero de
epénimos como sindrome de Vrolik’s, sindrome de escleras azules, distrofia o
displasia periostal, huesos fragiles, triada de Van der Hoeve, entre otros. Esto ha
complicado su estudio ya que dificulta la identificacion precisa de los individuos

afectados.

En 1969 Gray y colaboradores, describieron un nifio Egipcio que data la dinastia
212 con Ol (cerca del afio 1000 A.C), este representa el caso conocido mas viejo
del sindrome. El primer caso reportado en la literatura fue a hecho por Melabranche
(1674), él reportd un varon de 20 anos de edad con retraso metal y fracturas de
multiples huesos que lo “condend al uso de silla de ruedas”. Este reporte de caso
inicid6 la creencia de que la Ol era causada por madres embarazadas que
presenciaron la ejecucion de un criminal en la rueda. Fue el cirujano Sueco, Olaus
Jakob Ekman, quien dio la primera descripcion cientifica de la Ol en 1978. A pesar
de que sus pacientes se consideraron como casos de osteomalacia, estos
representan en realidad casos de Ol (Ekman 1788). Edmond Axman describié por
primera vez las cuatro caracteristicas principales de la Ol: fragilidad &sea,
hiperlaxitud articular con facil dislocacién, escleras azules y un cuerpo fragil (Axman

1831). El cirujano franco-aleman Johann Friedrich Georg Christian Martin Lobstein



reconocio la naturaleza hereditaria de la Ol. En la literatura francesa esta condicion
fue conocida como “La maladie de Lobstein” (Lobstein 1833). Fue hasta 1984 que
Willem Vrolik introdujo el término de osteogénesis imperfecta para referirse a esta
enfermedad. (Baljet, 2002)

Willem Vrolik en su libro, “Handbook of Pathological Anatomy and Tabulae” (en su
version en latin), utiliza en el encabezado de la placa 91 el término osteogénesis
imperfecta, describiendo el caso de un recién nacido, quien fallecio tres dias
posteriores a su nacimiento con numerosas fracturas. El cuerpo del nifio fue
disecado y encontré que su esqueleto tenia un pobre desarrollo, mineralizacién
O0sea disminuida, presentaba fractura de craneo; el hueso frontal, parietales y
occipital consistian de muchos nucleos éseos irregulares y abundantes huesos
wormianos, asimismo, mostraba datos de hidrocefalia, frente y fontanelas amplias,
cara pequefa y estrecha, orbitas poco profundas con occipucio prominente.
Ademas, cada hueso del esqueleto mostraba multiples fracturas, algunas
regenerandose con formacion de callo 6seo. Los huesos tubulares, aunque de
adecuado tamano, estaban ligeramente curvos, delgados, con multiples fracturas y
también mostraban formacion de callo éseo. Con estos datos se hizo el diagndstico
de Ol tipo Il en 1998 (Baljet, 2002).

Willem Vrolik fue uno de los primeros en darse cuenta que muchas de las displasias
esqueléticas no eran resultado de una enfermedad adquirida después del
nacimiento, tales como el “raquitismo” o la “osteomalacia” como muchos de sus
contemporaneos creian. El consideré que debia existir una “energia generativa”
intrinseca e insuficiente, lo cual justificd en este caso como un defecto primario en
la osificacion y no una degeneracion secundaria, sin embargo, la condicién de éste
paciente fue nombrada por Justus Lodewijk como “raquitismo congénito” en el
“Catalogue de la Collection d’Anatomie Humaine, Comparée et Pathologique”.
(Baljet, 2002)

Otro caso de los archivos de Vrolik fue el de un infante con OI que mostro talla baja

proporcionada, craneo ancho sin huesos wormianos, fracturas en casi todas las



costillas y huesos tubulares, a excepcion de la tibia y peroné, con deformidades
posturales severas, diafisis anchas en todos los huesos. Sin embargo, la
consolidacion de las fracturas era adecuada. Con lo anterior, se propuso el
diagndstico de Ol tipo Il en 1998 (Baljet, 2002).

En 1974, se describio por primera vez alteracion en la agregacion de la colagena en
tres pacientes con Ol por microscopia electrénica de hueso. En 1977 Sykes y cols,
informaron una relacién alterada en la colagena tipo uno y tres en las digestiones
con pepsina de la piel en pacientes con Ol utilizando un método de electroforesis
en gel de poliacrilamida. (Sykes, Bryan Ph D. Martin J.O Francis, D.Phil. Roger
Smith, 1977). En 1983, se descubrio la presencia de una delecion interna de cerca
de 0.5 kb en un alelo del gen COL1A1 que codifica para la cadena pro-a1 de la

colagena tipo 1 en un paciente con Ol (Chu et al., 1983).
Clasificacion.

En 1979 se realiz6 un estudio epidemiolégico y genético de Osteogénesis
imperfecta en Victoria, Australia, en el cual se incluyeron 180 pacientes con Ol. De
acuerdo a sus caracteristicas clinicas y el patrén de herencia se clasificaron en 4

sindromes de forma primaria.

e Grupo 1. Ol con herencia dominante y escleras azules: la cual se caracteriza
por fragilidad ésea, escleras azules, hipoacusia presenil o historia familiar de
hipoacusia presenil, deformidades en extremidades inferiores que
usualmente consistian en encorvamiento anterior o lateral del fémur o
anterior de la tibia, cifosis, escoliosis o cifoescoliosis y facie triangular
(Sillence et al., 1979).

e Grupo 2. Ol letal perinatal con fémures de apariencia arrugada en la
radiografia y costillas en forma de cuentas. Estos pacientes presentaban bajo
peso al nacimiento, longitud craneo-caudal disminuida y escleras azules.
Dentro de las caracteristicas radioldgicas, el fémur con apariencia arrugada,
angulacion de la tibia y algunas veces del fémur. Ademas, fracturas y

deformidades en los ejes de los huesos de las extremidades superiores,
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platispondilia y costillas en forma de rosario, con pobre osificacion de forma
uniforme (Sillence et al., 1979).

e Grupo 3. Ol progresivamente deformante con escleras normales. Todos los
pacientes catalogados en este grupo tenian escleras blancas o gris-azules
muy claro, sus huesos estaban torcidos, incurvados y fragiles. La deformidad
progresd con la edad y los adultos mostraban deformidades severas en
columna vertebral. La mayoria de estos individuos nacieron a término con
peso y talla adecuados para edad gestacional. A la exploracién las fontanelas
anterior y posterior eran amplias, suturas craneales separadas y presencia
de multiples huesos wormianos, facie triangular, hiperlaxitud articular con
predominio de las articulaciones metacarpo-falangicas e interfalangicas. Los
dientes mostraron dentinogénesis imperfecta acompafado de hipoacusia
(Sillence et al., 1979).

e Grupo 4. Ol de herencia dominante con escleras normales. Se observo en 8
individuos con osteoporosis con o sin historia de fracturas, con grado variable
de deformidades esqueléticas pero sin escleras azules, ni alteraciones en la

audicion (Sillence et al., 1979).

Con base en estos hallazgos, Sillence y cols sugirieron que al menos habia 4
sindromes conocidos como Ol (Sillence et al., 1979). La numeracion de los tipos |-
IV se insertd posterior a una reunidn con el Dr. Victor McKusick quien fue capaz de
poner estos sindromes en la base de datos, Mendelian Inheritence in Man (MIM).
Los tipos iniciales reflejan el orden de aparicion en el manuscrito de Sillence y cols
(ver tabla 1). Cada uno de los cuatro grupos muestra diferente modo de herencia,
siendo el tipo autosdmico dominante la forma predominante para el grupo | y IV y al
menos algunas familias mostraron herencia autosomica recesiva en los grupos Il 'y
[ll, por lo que estas observaciones sugerian heterogeneidad genética (Van Dijk &
Sillence, 2014).
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Tabla 1. Clasificacion clinica de Ol, modificado de Sillence et al., 1979.

Tipo Sufijos de Modo de Sinénimos reportados y
numérico clasificacion herencia eponimos.
sugerido
I Congénita Autosomica Herencia dominante en su
tarda dominante mayoria, con escleras azules

distintivas, sindrome de Van der
Hoeve's, triada del 6seo fragil, Ol
tarda leve, Ol tarda tipo |l
(deformidad 6sea leve), sindrome

de Eddowe’s

Il Congénita Autosomica Ol perinatal letal, Ol Vrolik letal, Ol
(siempre) recesiva congénita letal

1] Congénita Autosémica Ol progresivamente deformante
(tarda) recesiva con escleras normales, Ol

congénita, Ol tarda gravis, Ol
(deformidad en huesos largos
severa), Ol congénita tipo Vrolik,
displasia periosteal de Porak y
Durante, osteopsatirosis
idiopatica de Lobstein.
AV Congénita Autosémica Ol con herencia dominante y
tarda dominante escleras normales,
osteopsatirosis  idiopatica de
Lobstein, enfermedad de Ekman-

Lobstein

La Ol tipo Il fue subsecuentemente subdividida en tipo Il A, B y C basada en sus

caracteristicas radioldgicas. En 1983 fue descrita la primera causa genética de esta
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enfermedad al encontrarse una delecion interna en el gen codificante para la cadena
alfa uno de la colagena tipo 1 (COL1A1) en una paciente con Ol tipo Il. En los afios
subsecuentes se descubrieron otras mutaciones en el gen COL1Al y también se
encontraron mutaciones en el gen COL1A2 que codifica para la cadena alfa dos de

la colagena tipo 1 en todos los tipos de Ol (Van Dijk & Sillence, 2014).

En el 2004 una clasificacion ampliada de Sillence fue publicada por Glorieux y
Rauch afadiendo los tipos V a VIl de Ol, con defectos genéticos desconocidos y
herencia presuntamente autosémica dominante en la Ol tipo V y autosémica
recesiva para los tipos VI 'y VII. En 2006 se describié la primera causa de Ol tipo VI
con herencia autosémica recesiva causada por mutaciones en el gen CRTAP (Van
Dijk & Sillence, 2014). En la actualidad se han descrito un total de 17 genes
relacionados a esta patologia. Sin embargo, las mutaciones en COL1A1y COL1A2
siguen representando la gran mayoria de pacientes con Ol, aproximando un 90%

de todos los casos (Forlino & Marini, 2015).

Revisiones en la nomenclatura reflejaron que, con el descubrimiento de mutaciones
en nuevos genes, se ha incrementado el numero de tipos hasta el XIV. Esto es
confuso en la practica clinica, ya que los nuevos tipos no son mutuamente
excluyentes. En tanto que los tipos I-1V se definen por las caracteristicas especificas
clinicas y radiolégicas, de acuerdo a la nueva clasificacion de Ol, los nuevos tipos
afadidos se definen por el gen afectado (ver tabla 2), sin embargo, las
caracteristicas clinicas continuan siendo consideradas dentro de los tipos I-IV (Van
Dijk & Sillence, 2014).

Cerca del 85-90% de los casos son causados por mutaciones en genes que afectan
la cantidad o estructura de la colagena. Actualmente la Ol se define como un
desorden relacionado a la colagena. La identificacién del primer gen recesivo
causante de Ol inicié la busqueda de nueva informacion en el area de la genética
en esta enfermedad. Siete formas recesivas son causadas por defectos en genes
cuyo producto proteico interactua con el plegamiento del colagena o sus
modificaciones post-traduccionales. Otras dos formas raras afectan principalmente

la mineralizacién 6sea, pero también disminuyen la produccion de colagena. El gen

13



mas recientemente identificado SP7, se relaciona con defectos en la diferenciacion

de los osteoblastos (Caparro et al., 2010).

En la reunién del 2009 del Grupo Internacional de Nomenclatura para los Trastornos
Constitucionales del Esqueleto (INCDS), se tomé la decision de agrupar a los
sindromes de Ol en 5 tipos. De esta manera, se preservaron los 4 grupos primarios
y se adiciono el tipo V. La importancia de las diferentes causas genéticas y los tipos
de Ol se reconoci6 mediante la encapsulacion de los genes causantes como
subtipos de Ol |-V (Van Dijk & Sillence, 2014). En el 2015 se realizé la revision mas
reciente de la nosologia en Bolonia, Italia, en la cual se establecié una disminucidn
en el numero de enfermedades, mientras que el numero de genes aumentd
considerablemente. Tal es el caso de la Ol, que continla su expansién por el
descubrimiento de nuevos genes; en ésta se optd por continuar con la clasificacion
de Sillence, que se basa en la parte fenotipica y no en la molecular. Por lo anterior,
es que el tipo V se incluye en la clasificacién, es decir, por sus caracteristicas

radiolégicas distintivas (Bonafe et al., 2015).

Tabla 2. Nomenclatura de los genes causales y su correlacion con el fenotipo

asociado segun la clasificacion de Sillence

1(A) Ol no deformante con COL1A1 17921.33 AD
escleras azules COL1A2 7922.3 AD

2* (B) Ol forma letal perinatal COL1A1 17921.33 AD
COL1A2 7922.3 AD

CRTAP 3p22.3 AR

LEPRE1 1p34.2 AR

PPIB 15q22.31 AR

3 (B) Ol progresivamente COL1A1 17921.3 AD
deformante COL1A2 7922.3 AD

BPM1 8p21.3 AR
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CRTAP 3p22.3 AR

FKBP10 17921.2 AR

LEPRE1 1p34.2 AR

PLOD2 3qg24 AR

PPIB 15922.31 AR

SERPINF1 17p13.3 AR

SERPINH1 11913.5 AR

TMEM38B 9qg31.1 AR

CREB3L1 11911 AR

WNT1 12913.12 AR

SP7 13913.13 AR

SEC24D 40926 AR

4 (A) Ol moderadamente COL1A1 17921.33 AD
deformante con escleras COL1A2 7922.3 AD
normales WNT1 12q13.12 AD
CRTAP 3p22.3 AR

PPIB 15q22.31 AR

SP7 13913.13 AR

PLS3 Xqg23 LX

KFBP10 17921.2 AR

SERPINF1 17p13.3 AR

5(A) Ol con calcificaciones en IFITM5 11p15.5 AD

las membranas interéseas

A: fenotipo con severidad leve a moderado. B; Fenotipo perinatal letal y progresivamente deformante.

* En la practica clinica la subdivisién del tipo Il A y B sigue en uso, Ol tipo Il A parece ser exclusivamente causado por

mutaciones heterocigotas en los genes COL1A1/COL1A2.

AD; autosémica dominante, AR; autosémica recesiva, LX; ligada al X.

La clasificacion clinica y genética ha surgido para abarcar las formas raras de Ol,

ya que la mayoria de los nuevos genes no tienen caracteristicas diagnodsticas
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especificas. En una clasificacién genética, los tipos de Sillence solo se utilizan para
mutaciones en la colagena y el numerador es continuo por cada nuevo gen
descubierto. Este patrén elimina la posibilidad de que un mismo individuo tenga una
herencia dominante y recesiva, o bien, que sea reclasificado a un tipo distinto de Ol,
como resultado de la gravedad durante su vida y/o la variabilidad intrafamiliar
observada en hermanos afectados. Por lo tanto, proporciona una mejor disposicion
para la investigacion y tratamiento clinico con respecto a la clasificacion clinica. Sin
embargo, la clasificacion genética tiene la desventaja de una lista en constante
crecimiento, que puede ser dificil de manejar para los médicos genetistas y padres

de los afectados.

Para satisfacer los requerimientos clinicos y genéticos, se ha propuesto una
clasificacion funcional metabdlica que puede tener una utilidad mas amplia y permitir
la retencion de la numeracion con base en el defecto genético. En este plan, los
genes cuyos productos funcionan en la misma via, y que probablemente tienen
mecanismos compartidos, estan dispuestos en 5 grupos funcionales. Por otra parte,
la identificacion en los defectos de la colagena, demostré que la forma descrita por
Sillence como tipo |, se relaciona con una deficiencia en la cantidad de la colagena
estructuralmente normal, mientras que las formas letal (tipo Il), severa (tipo IIl) y
moderada (tipo 1V), se relacionan con mutaciones que alteran la estructura de la

colagena (Forlino & Marini, 2015).

e Grupo A: Defectos primarios en la estructura o procesamiento de la colagena
(COL1A1, COL1A2, BMP1)

e Grupo B: Defectos en la modificacion de la colagena (CRTAP, LEPREL,
PPIB, TMEM38B)

e Grupo C: Defectos en el plegamiento y entrecruzamiento de la colagena
(SERPINH1, FKBP10, PLOD2)

e Grupo D: Defectos en la mineralizacion y osificacion (IFITM5, SERPINF1)

e Grupo E: Defectos en el desarrollo de los osteoblastos con insuficiente
colagena (WNT1, CREB3L1, SP7)
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Cuadro clinico

Presentacion clinica y caracteristicas clinicas de Ol comunes a diferentes

tipos de Ol.

La Ol es un desorden generalizado del tejido conectivo, cuyas caracteristicas se
extienden mas alla de lo esquelético, como son el hallazgo de escleras azules,
hipoacusia, disminucién de la funcién pulmonar y regurgitacion valvular cardiaca.
Notablemente las caracteristicas secundarias se encuentran ausentes en las formas

recesivas reconocidas hasta el momento (Forlino & Marini, 2015).

La predisposicion a las fracturas y osteoporosis, es considerada la caracteristica
mas importante en las familias con Ol tipo |. Se ha observado que aproximadamente
el 10% de los individuos afectados no presentd ninguna fractura durante su nifiez y
que la osteoporosis se desarrolla en la mayoria de los pacientes con Ol. Los
hallazgos séricos y urinarios de elevacion de marcadores de recambio éseo, junto
con los resultados de la histomorfometria ésea, se explican mejor por una
combinacion de aumento de la formacion y resorcién Osea, teniendo como
consecuencia, una tasa de resorcion 6sea mayor que la de formacion. La
inmovilizacién secundaria a las fracturas lleva a un efecto negativo en la formacién

de hueso, al ser factor en la resorcion 6sea.

Las escleras azules (ver figura 1) son un signo constante en pacientes que se
presenta desde el nacimiento y no desaparece. Anteriormente se creia que la
coloracion gris azul en el tipo |, se debia a un adelgazamiento de la esclera
(Evereklioglu, Madenci, Bayazit, & Bekir, 2002). Sin embargo, se conocen estudios
con reporte de un espesor global normal de la esclera, sin aumento de material
granular entre las fibras de colagena, lo cual contradice la teoria anterior
(Sarathchandra, Pope, & Ali, 1999). Por lo anterior, la etiologia de la coloracion de
las escleras en la Ol tipo | aun es incierta (Zack, Zack, Surtees, & Neville, 2007).
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Figura. 1 Madre e hija con diagnéstico de Ol tipo |, donde se observa la presencia de escleras azules, caracteristica frecuente
en esta entidad. Tomado de Van Dijk et al., 2011.

Otra caracteristica que se puede encontrar en pacientes con OIl, es la
dentinogénesis imperfecta (Dl), la cual produce una apariencia en los dientes de
coloracion amarillenta distintiva y apariencia translucida (ver figura 2). Algunos
dientes pueden tener una tonalidad particular grisacea y fractura de la tapa de
esmalte con desgaste secundario. (Van Dijk & Sillence, 2014). La prevalencia de la
DI en la denticion primaria varia del 28 a 80%, es mas alta en los tipos Il y IV de Ol,
mientras que es menos frecuente en el tipo |. En el tipo Il las alteraciones dentales
pueden o no estar presentes, empero cuando un padre es mosaico, hay una alta
concordancia con la presencia de DI entre los padres afectados y su descendencia.
El fenotipo puede variar entre la denticién primaria y la permanente. La decoloracién
de los dientes y el desgaste es menos grave en la denticion permanente a
comparacién de la primaria. En las radiografias de los dientes se observé aumento
de la constriccidn en la unién corono-radicular, obliteracion progresiva de la pulpa
por dentina secundaria y raices mas cortas y débiles. Otras alteraciones dentales
incluyen bandas transversas de decoloracion de las coronas, translucidez de la
corona, erupcion ectopica o impacto de los molares permanentes y agenesia dental.
En todos los tipos de Ol, se puede observar mal oclusién dental clase Il, mordida

cruzada anterior o posterior y mordida abierta (Bailleul-Forestier et al., 2008).
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Figura 2. Caracteristicas de la dentinogénesis imperfecta, se observa la coloracion amarillenta y apariencia translucida, en un
paciente con Ol tipo lll. Tomado de (Rohrbach & Giunta, 2012)

Ademas de lo ya mencionado, los pacientes pueden presentar deformaciones
secundarias, tales como escoliosis e impresion basilar. Aunque la ausencia de
deformidad de huesos largos se ha propuesto como criterio diagndstico para esta
enfermedad, éste parece ser influenciado, al menos parcialmente, por la calidad de
la atencién de las diversas fracturas, mas que por un proceso intrinseco de
deformacion de hueso (Van Dijk & Sillence, 2014).

Datos clinicos y radiogréaficos especificos de cada tipo de Ol:

a) Oltipo I (no deformante con escleras azules): Se caracteriza por aumento
de la fragilidad 6sea, el cual estad asociado con disminucion en la masa
O0sea., Ademas los individuos afectados presentan escleras con una
coloraciéon azul-grisacea distintiva, susceptibilidad a hipoacusia
conductiva que comienza en la adolescencia y adultez temprana. La
deformidad de los huesos largos y columna vertebral es poco habitual. Es
el tipo mas frecuente con una prevalencia de 1:25,000 recién nacidos
vivos (RNV). La frecuencia de fracturas y deformidad de huesos largos y
columna vertebral por lo general es baja, no obstante, puede ser mayor
cuando esta presente la DI. Los pacientes con Ol tipo | y DI presentan
mayor frecuencia en el numero de fracturas, talla baja mas severa y
mayor deformidad esquelética. En ambos grupos se observa una
frecuencia similar de hiperlaxitud articular, sangrados y presencia de
hematomas sin causa aparente, hipoacusia y dislocacion articular. El

déficit auditivo resulta de hipoacusia conductiva y sensorial en mas del
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50% de los pacientes con Ol a los 40 afos, ademas, se ha observado la
presencia de vertigo. La penetrancia de las escleras azules es cerca del
100% pero la frecuencia de las fracturas clinicas es del 90-95% (Van Dijk
& Sillence, 2014).

Ol tipo Il (letal perinatal): Las caracteristicas esqueléticas, articulares y
extra esqueléticas de este grupo, son extremadamente severas. La
letalidad perinatal es un resultado mas que una caracteristica diagnodstica.
Los fetos son detectados a las 18-20 semanas de gestacién (sdg) con
acortamiento de huesos largos, asi como deformidades de angulacion.
También presentan una marcada deficiencia en la osificacion de los
huesos de forma generalizada. A esta edad gestacional, puede haber
algunas fracturas de costillas, con cada mes de gestacién que pasa las
fracturas de costillas son mas frecuentes, dando una apariencia de
costillas en forma de rosario, combinado con huesos largos de apariencia
arrugada (forma de acordedn). Se han reportado casos limitados con
alteraciones neuropatologicas como defectos en la migracién neuronal o
sustancia blanca. El térax es pequefio para la edad gestacional, la funcién
respiratoria puede estar disminuida debido al dolor secundario a las
multiples fracturas costales, las caracteristicas clinicas sugieren que los
recién nacidos se encuentran en constate dolor. Aproximadamente un
20% de todos los pacientes con éste diagndstico, son mortinatos;
respecto de los sobrevivientes, el 90% fallecen en las primeras cuatro
semanas de vida extrauterina (Van Dijk & Sillence, 2014).

Ol tipo Ill (progresivamente deformante): Usualmente se identifica en
recién nacidos o en menores con fragilidad ésea con historia de multiples
fracturas que llevan a una deformidad del esqueleto. Generalmente los
pacientes nacen cercanos al término con adecuado peso y talla para la
edad gestacional, aunque esto puede estar disminuido por las
deformidades de extremidades inferiores al nacimiento. Si bien pueden
tener escleras azules al nacimiento, se ha observado que en muchos

pacientes la coloracion azul disminuye con la edad. La persistencia de las
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escleras azules usualmente indica mutaciones sin sentido o de cambio en
el marco de lectura en el gen de la COL1Al. Por otro lado, se ha
observado que los pacientes con Ol con herencia autosémica recesiva,
usualmente tienen escleras grisaceas-blancas (Byers & Pyott, 2012).
Todos los pacientes tienen pobre crecimiento longitudinal, con talla para
la edad y sexo generalmente por debajo del percentil tres. La
cifoescoliosis progresiva se desarrolla durante la infancia y progresa
durante la adolescencia, la hipoacusia es mas frecuente en los adultos, la
dentinogénesis imperfecta es una caracteristica variable. Al nacimiento,
en los estudios radiograficos se observa osteopenia generalizada vy
multiples fracturas, deformidades con angulacién en varios grados, que
dan la apariencia de “huesos anchos”. Las metafisis desarrollan aumento
de la densidad y bordes irregulares que dan la apariencia de “palomitas
de maiz”, las costillas son delgadas y osteopénicas, el craneo muestra
multiples huesos wormianos que se vuelven mas evidentes al transcurrir
varias semanas o meses de edad (Van Dijk et al., 2011). Anteriormente,
dos tercios de los pacientes fallecian al final de la segunda década de la
vida, generalmente debido a complicaciones derivadas de la deformidad
en térax incluyendo la cifoescoliosis, hipertension pulmonar y falla
cardiorrespiratoria. Actualmente la mayoria de los pacientes sobreviven
hasta la edad adulta.

Ol tipo IV (moderadamente deformante con escleras normales): Estos
pacientes presentan fracturas recurrentes, osteoporosis y diversos
grados de deformidad de huesos largos y columna vertebral, pero
presentan escleras de coloracién normal, En algunas ocasiones las
escleras pueden estar azuladas al nacer, pero la coloracion se desvanece
en la infancia. La hipoacusia no es frecuente en este grupo de pacientes.
El sindrome de compresion de la fosa posterior, debido a impresion
basilar con elevacion del piso de la fosa craneal posterior, tiene una
prevalencia aumentada en estos pacientes. Los individuos que ademas

presentan dentinogénesis imperfecta, tienen un riesgo relativo
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incrementado en cinco veces de padecerla. Un estudio reporté que un
30% padecen el sindrome de compresion de la fosa posterior, siendo solo
un 16% sintomaticos (Sillence, 1994).

e) Ol tipo V: Se caracteriza por presentar talla baja, escleras blancas y
calcificacion de membranas interéseas. La calcificacion de membranas
interéseas tiene como caracteristica la formacién de callo hipertréfico por
lo general en el sitio de la fractura y con frecuencia en el eje femoral, la
calcificacion de la membrana interésea entre cubito y radio lleva a
imposibilidad del movimiento de pronosupinacion. Este tipo representa el
5% de todas las Ol.

Biosintesis de la colagena tipo 1

La colagena tipo 1 es un heterotrimero, el cual contiene dos cadenas a1 y una

cadena a2.

Aproximadamente el 90% de los individuos afectados con Ol son heterocigotos para
una variante en uno de los dos genes de la colagena tipo 1. COL1A1l y COL1A2,
codifican para las cadenas pro-a1 y pro-oa2 de la procolagena tipo 1
respectivamente. Las cadenas de procolagena se sintetizan en el nucleo celular y
se transportan al citoplasma donde la procolagena tipo 1 se transloca co-
traduccionalmente en el lumen del reticulo endoplasmico rugoso. Posteriormente,
se forma una molécula de procolagena con propéptidos globulares en sus extremos
N-terminal y C-terminal flanqueando el dominio helicoidal, el cual contiene tripletes
ininterrumpidos de Gly-Xaa-Yaa. La combinaciéon de glicinas en cada tercer
aminoacido permite que se ensamble la triple hélice y se estabilice mediante
puentes de hidrogeno y otras cargas negativas (Dalgleish, 1997). En este sitio, la
interaccion entre los C-propéptidos esta altamente estabilizada por las uniones
disulfuro intercadena. Las dos cadenas pro- a1 y una pro- a2 se arman en direccion
carboxilo a amino terminal para formar la triple hélice. Las cadenas de procolagena
se reunen en su C-propéptido y se pliegan hacia el N-terminal. Las cadenas que no
se pliegan son sometidas a multiples modificaciones postraduccionales. Los

22



residuos de prolina y lisina a lo largo de la regidn helicoidal de ambas cadenas son
hidroxiladas por la prolil-4-hidroxilasa 1 (la cual actua sobre el anillo de prolina en el
carbono 4) y la lisil hidroxilasa 1 (LH1). Los residuos de hidroxilisina pueden
subsecuentemente ser glicosilados. La prolil-3-hidroxilasa 1 (P3H1), actua como
parte de un complejo con la proteina asociada a cartilago (CRTAP) y ciclofilina B
(CyPB), este complejo hidroxila el carbon-3 de residuos de prolina a1 (Pro986) y a2
(Pro707). La isomerizacién de las cadenas de prolil peptidil, es crucial para el
plegamiento adecuado de la colagena el cual es catalizado por una isomerasa cis-
trans prolil peptidil (PPlase) (Forlino & Marini, 2015). Estas modificaciones
postraduccionales se detienen cuando el ensamblado de la triple hélice esta
completo (Van Dijk et al., 2011). Después del plegamiento de las moléculas de
procolagena, estas son transportadas a través del aparato de Golgi y membrana
plasmatica a la matriz extracelular, donde ocurre la escisidén de los propéptidos N y
C terminal y las moléculas de triple hélice se agregan para formar fibrillas (ver figura
3). Entrecruzamientos covalentes se producen dentro y entre las moléculas de la
triple hélice, en las fibrillas, las cuales convergen en fibras de colagena tipo 1 (ver
figura 4) (Van Dijk et al., 2011).

Sitio de escision Sitio de escision
N-propeptidasa N-propeptidasa

N-propéptido ~ -

C-propéptido

Figura 3. Estructura de la colagena en forma de triple hélice. En amarillo se observan las dos cadenas a1y en gris se observa
la cadena o2. Las flechas muestran los diferentes dominios en la proteina, los hexagonos representan los disacaridos de
residuos de glucosa y galactosa frecuentemente unidos al grupo hidroxilo de los residuos de hidroxilisina. OH; grupo hidroxilo

unido a los residuos de prolina o lisina. Modificada de Forlino & Marini, 2015.
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Reticulo endoplasmico rugoso

Figura 4. Biosintesis de la colagena tipo 1 y genes participantes. Dentro del ndcleo (A) los genes de la coldgena, COL1Aly
COL1A2, se encargan de sintetizar las cadenas de la procolagena tipo 1, posteriormente se transportan hacia el reticulo
endoplasmico rugoso (B), donde debido a la combinacién de glicinas en cada tercer aminoacido ocurre el ensamblado de la
triple hélice, para su adecuado plegamiento. Posteriormente son transportadas a través del aparato de Golgi (C) hacia la
matriz extracelular (D) donde ocurre la escisién de los propéptidos N y C terminal y finalmente las moléculas de triple hélice
se agregan para formar fibrillas, las cuales debido a entrecruzamientos covalentes convergen en fibras de colagena tipo 1.
Modificado de Van Dijk & Sillence, 2014.
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Defectos en genes que alteran la estructura de la colagena

Los defectos estructurales mas comunes en la colagena tipo 1 causantes de Ol son
sustituciones de glicina en el dominio helicoidal. Las sustituciones de glicina
repercuten en el plegamiento helicoidal, prolongando el tiempo de acceso para las
modificaciones enzimaticas. Cada cadena o tiene una relacién genotipo-fenotipo
diferente, las sustituciones en la cadena lateral a1 cargada o ramificada, perturban
la estabilidad de la hélice y dan predominantemente un fenotipo letal, asi como las
sustituciones en las dos principales regiones de union a ligando cerca del extremo
al1. Esto sugiere que las interacciones entre los monémeros de colagena y las
proteinas de la matriz no-colagena, son cruciales. En la cadena a2, las sustituciones
son principalmente no letales, sin embargo, ocho grupos letales a lo largo de la
cadena se alinean con los sitios de union a los proteoglicanos en las fibras de la
colagena. Menos del 5% de las mutaciones que causan Ol ocurren en el dominio
C-propéptido de la procolagena, alterando la asociacion de la cadena o su

plegamiento (Forlino & Marini, 2015).

Los defectos primarios en la estructura del colagena, tienen consecuencias mas
severas para el metabolismo intracelular y estructura de la matriz, mas que aquellas

que reducen la cantidad de colagena normal (Forlino & Marini, 2015).

Alelos heterocigotos nulos de COL1A1 resultan en la sintesis de una cantidad
reducida (cerca de la mitad) de una colagena estructuralmente normal y causan la
forma mas leve de la enfermedad. Mutaciones nulas homocigotas en la cadena a2
causan sintomas que van, desde una forma severa de Ol, hasta un sindrome

parecido a Ehlers-Danlos (Forlino & Marini, 2015).

Defectos en genes que afectan el procesamiento de la colagena.

Después de su secrecion, la molécula de procolagena se somete a un proceso de
maduracion extracelular en el cual el N-propéptido y C-propéptido son removidos
por una proteasa especifica. Posteriormente, las hélices de la colagena son capaces
de ensamblarse espontaneamente en fibrillas en el tejido, que va a ser estabilizado
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por entrecruzamientos. Mutaciones que alteran los sitios de escision del propéptido

causan variantes especificas de Ol (Forlino & Marini, 2015).

El sitio de escision del N-propéptido es codificado por el exdn 6 de ambos genes,
COL1Al y COL1A2, y es catalizado por la métalo enzima ADAMTS-2, la cual
requiere un sustrato de conformacion helicoidal. Una causa de procesamiento
defectuoso del N-propéptido, también llamado salto del exén 6 a nivel de RNA, en
el que se remueve el sitio de escision de la procolagena, causa el sindrome de Elher
Danlos tipo VII A, si se afecta COL1AL, o tipo B, si se afecta COL1A2 (Forlino &
Marini, 2015).

Una segunda causa de defecto en el procesamiento del N-propéptido implica
mutaciones dominantes en los primeros 85 residuos de la region helicoidal de las
cadenas al y a2, que despliegan el sitio de escision del N-propéptido contiguo,
provocando Ol combinada con sindrome de Ehlers Danlos. Mutaciones en esta
region de COL1Al causan Ol moderada a severa, mientras que sintomas
relacionados a Elher-Danlos son causados de forma predominante por COL1A2
(Forlino & Marini, 2015).

Mutaciones homocigotas en el gen ADAMTS-2, causan también, defecto en el
procesamiento del N- propéptido, ademas de ser causa de Ol, también son causa
de sindrome de Elhers-Danlos VIIC, la presentacion de Ol es mas severa, ya que
causa un procesamiento defectuoso de la colagena tipo 1y 2, se caracteriza por
fragilidad extrema en piel, facies caracteristicas, laxitud ligamentaria, piel elastica,

hernia umbilical y escleras azules (Forlino & Marini, 2015).

De forma similar, los defectos del procesamiento del C-propéptido se dan por
sustituciones en el sitio de escision y defectos en el procesamiento de las proteasas,
que conducen colectivamente a los llamados Ol de alta densidad 6sea (Forlino &
Marini, 2015).

La escision del C-propéptido es mas compleja que la del N-propéptido, ya que
participan cuatro diferentes C-proteasas, y es modulado por una proteina

potenciadora. Mutaciones en la principal enzima proteasa (C-BMP-1/mTLD),
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resultan en una forma mas severa de Ol que la causada por defectos del sustrato.
Esto se relaciona a que estas enzimas también procesan otras procolagenas y
activan la lisil oxidasa, lo que provoca el origen de los entrecruzamientos (Forlino &
Marini, 2015).

Defectos en genes que afectan las modificaciones postraduccionales de la

colagenay su plegamiento.

La procolagena experimenta varias modificaciones postraduccionales durante su
sintesis, las cuales son importantes para el plegamiento, secrecion y ensamblaje en
la matriz extracelular. Estas modificaciones estan reguladas de forma sitio y tiempo

especificos, la mayoria de estos pasos ocurren en el reticulo endoplasmico.

El descubrimiento del complejo colagena prolil 3-hidroxilasa (P3H1), abrio la puerta
a la comprension de las formas raras de Ol. Esta enzima causa la 3-hidroxilacion
de a1 en la colagena tipo 1. La P3HI se aislé6 como parte del complejo formado por
las proteinas P3H1, CRTAP y CyPB. P3H1 es el componente activo catalitico,
CRTAP esta localizado de forma predominante en el reticulo endoplasmico, en tanto
que CyPB (isomerasa cis-trans peptidil-prolil o ciclofilina B) es importante para la
conformacién de la configuracion prolil trans, que se requiere para el plegamiento
de la proteina, siendo esta la limitante para el plegamiento de la colagena. El gen
TMEM38B, que codifica para TRIC-B, forma un canal catiénico trimérico en la
membrana del reticulo endoplasmico, que se sincroniza con la liberacion de inositol

trifosfato, que es regulado por calcio (Forlino & Marini, 2015).
Genes implicados en el plegamiento y entrecruzamiento de la colagena

Otra inmunofilina del reticulo endoplasmico rugoso, también crucial para la sintesis
normal de la colagena, es PPlase FKBPG65, la cual es codificada por FKBP10.
FKBP65 tiene efectos de forma directa e indirecta sobre la procolagena, a través de
la modificacién en la colagena (Forlino & Marini, 2015).

El gen PLOD2, codifica para la enzima lisil hidroxilasa 2, quien asociada con
FKBPG65, se encargan de hidroxilar telopéptidos de lisina. En hueso, la hidroxilacion

del telopéptido de lisinas es necesario para generar enlaces cruzados entre las
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moléculas de colagena y proporcionar estabilidad y resistencia a la traccion de las
fibrillas. El segundo indicio es que las células con mutacion en FKBP10 depositan
una cantidad reducida de colagena en la matriz extracelular, por lo que la
hidroxilacion de telopéptidos de lisina de la colagena en células mutantes se reduce

al minimo (Forlino & Marini, 2015).

Finalmente, HSP47 es una chaperona especifica de la colagena codificada por
SERPINH1, tiene un sitio de reconocimiento en el reticulo endoplasmico rugoso
para mediar la ida y venida de la proteina entre reticulo endoplasmico y aparato de

Golgi, que solo se une a la cadena de triple hélice (Forlino & Marini, 2015).
Genes relacionados con la osificacion y mineralizacion 6sea.

IFITM5 (proteina 5 transmembrana inducida por interferén), es un miembro de la
familia IFITM. Tiene un Unico dominio transmembranal y un dominio C-terminal
extracelular. IFTIM5 esta unido a la membrana a través de la palmoitilacion de las
cisteinas 52 y 53, comparte solo el 30% en identidad de aminoacidos con otros
miembros de la familia y no es inducido por interferon. Se localiza
predominantemente en la membrana plasmatica de los osteoblastos y es expresado

a lo largo de toda la vida, aunque su expresion disminuye con la edad.

SERPINF1 codifica para PEDF, que pertenece a la familia de inhibidores Serpin de
la proteasa de serina, pero sin actividad inhibitoria de proteasa. PEDF es un potente
factor anti-angiogénico expresado en diversas células, incluyendo los condrocitos
en la placa de crecimiento, osteoblastos y células madre mesenquimales. En hueso,
PEDF funciona a muchos niveles para mantener la homeostasis y regular la
mineralizacion osteoide. PEDF afecta positivamente el desarrollo de los
osteoblastos al favorecer la expresion de genes osteogénicos y el depdsito mineral.
También inhibe la maduracién de los osteoclastos al estimular la expresion de
osteoprotegerina. Por lo tanto, su ausencia incrementa el numero de osteoclastos y

la resorcion dsea, favoreciendo la unién al receptor de osteoclastos RANK.
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Defectos en el desarrollo de los osteoblastos

Tres genes implicados en la diferenciacion de los osteoblastos estan asociados a
Osteogeneis Imperfecta: WNT1, CEB3L1 y SP7. Mutaciones en cualquiera de estos
tres genes se espera que causen una disminucién en la expresion de la colagena
tipo 1. Esto da como resultado osteopenia, y otras manifestaciones por alteracion
en la diferenciacion de los osteoblastos tales como talla baja, fracturas frecuentes,
compresion vertebral. El producto de WNT1 pertenece a la familia WNT de proteinas
secretoras de glucoproteinas, cuya union a los receptores transmembranales LRP5,
LRP6 y Frizzled, inicia una compleja via de sefializacion intracelular en la via
candnica. La unién de WNT permite a la B-catenina citosélica escapar de la
destruccion proteosomica y ser translocada al nucleo, donde activa la expresion de

varios genes implicados en la formacién de hueso.

El gen CEB3L1 funciona predominantemente a nivel de osteoblastos, codifica para
OASIS (sustancia inducida especificamente por un viejo astrocito), el cual es un
factor de transcripcion involucrado en la respuesta a presencia de proteinas mal

plegadas.

Un tercer gen con un mecanismo potencial en osteoblastos es SP7, que codifica a
osterix y se considera un gen diana en las vias de sefializacion de WNT (Forlino &
Marini, 2015).

Osteogénesis Imperfecta de herencia Autosémica recesiva

Se estima que el 10% de los casos de Ol pueden ser causados por variantes
recesivas. Entre los genes causantes de estas formas se encuentran: CRTAP,
LEPRE1, PPIB, SERPINH1, SERPINF1, FKBP10, PLOD2, SP7 (Van Dijk et al.,
2011).

El producto del gen CRTAP (cartilage-associated protein) con locus en 3p22.3,
forma parte de un complejo de tres proteinas junto con P3H1 y CyPB. Este complejo
se expresa en sistema esquelético por los condrocitos, osteoblastos y osteoclastos
(Forlino, A., Cabral, W.A., Barnes, A.M., Marini, 2011). El ratéon Crtap -/- desarrolla

un desorden de tejido conectivo caracterizado por rizomelia (acortamiento proximal
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de las extremidades), cifosis, deficiencia del crecimiento y osteopenia (Morello et
al., 2006). Su funcion conocida es la hidroxilacion de un unico residuo de prolina en
la posicion 986 (P986) de la cadena pro-a1, variantes en este gen causan Ol tipo II-
A. La mayoria de las variantes causan alelos nulos, las mutaciones de cambio en el
marco de lectura resultan en ausencia de la proteina CRTAP y por tanto pérdida de
la hidroxilacién del residuo de prolina (Van Dijk et al., 2011). En humanos,
mutaciones en CRTAP, son causantes del tipo VIl de Ol. La enfermedad se presenta
como una osteocondrodistrofia moderada letal recesiva, con deficiencia de
crecimiento y rizomelia, escleras normales, osteopenia severa con fracturas

neonatales y huesos largos anchos.

El gen LEPREL1 (Leucine proline-enriched proteoglycan 1/prolyl 3—hydroxylase 1),
esta localizado en 1p34.2. El producto de este gen contiene una secuencia KDEL
(lisina, aspartato, glutamato y leucina), la cual funciona como péptido senal que
impide que sea secretada por el reticulo endoplasmico. La expresion de P3H1 se
localiza en los tejidos ricos en fibras de colagena, que son abundantes durante el
desarrollo (Forlino, A., Cabral, W.A., Barnes, A.M., Marini, 2011). La mayoria de las
mutaciones conducen a una disminucién en la transcripcién y se ha observado en
pacientes con Ol tipo VII (Van Dijk et al., 2011). El tipo VIII se presenta como una
Ol letal, dentro de las caracteristicas se encuentran, escleras blancas, rizomelia y
pobre tubulizacion de los huesos largos. Los pacientes que sobreviven la infancia
tienen densidad 6sea muy disminuida, deficiencia de crecimiento severa y metafisis
ensanchadas. Una mutacién con efecto fundador en Africa (c.1080+1G>T) se
encuentra en aproximadamente la mitad de los casos de Ol tipo VIII en ese
continente (Byers & Pyott, 2012). El raton Leprel -/-, muestra un fenotipo mas leve
que en los humanos, aunque comparten la deficiencia en el crecimiento, rizomelia,
disminucién de la densidad Osea, presencia de condrocitos hipertroficos y
anormales, ademas de retraso en la secrecion de colagena de células en cultivo
(Forlino, A., Cabral, W.A., Barnes, A.M., Marini, 2011).

El producto del gen PPIB (Peptidylprolyl isomerase B/Ciclophilin B), localizado en el

locus 15922.31, se encuentra unido un al complejo con P3H1 y CRTAP. Mutaciones
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homocigotas causan disminucion en la 3-hidroxilacion, y en las modificaciones post
traduccionales en la procolagena tipo 1, asimismo, se han confirmado mutaciones
en otros pacientes con el tipo Il, Il y IV (Byers & Pyott, 2012). La isomerizacién de
forma natural de la prolina ocurre en cis, la conformacién en trans limita la velocidad
del plegamiento. Mutaciones en este gen son causantes del tipo IX de Ol, las
mutaciones sin sentido llevan a codones de paro prematuro y un mal plegamiento
proteico, que finalmente da como resultado un fenotipo letal (Forlino, A., Cabral,
W.A., Barnes, A.M., Marini, 2011).

SERPINH1 (Serpin peptidase inhibitor, clade H, member 1/heat shock protein 47)
con locus en 11q13.5 codifica para una chaperona colagena especifica que reside
en el reticulo endoplasmico. Esta proteina se une y acompana a la molécula de
procolagena junto con PPIB hacia el aparato de Golgi. En estudios de investigacion
se observd que los ratones Serpinhl-/- se pierden durante la gestacion Esto
demuestra que este gen se requiere para un adecuado desarrollo. Se conoce que
mutaciones en este gen, son causantes de la Ol tipo X, ya que causan defectos en
la agregacion intracelular y retraso en la secrecidn de colagena, con fibrillas
anormales (Forlino, Cabral, Barnes, & Marini, 2011). El unico paciente reportado
con mutacién en SERPINH1 fue homocigoto para el alelo ¢.233T>C, p.Leu78Pro.
Este paciente mostraba un fenotipo severo, escleras azules, dentinogénesis
imperfecta, y dentro de las caracteristicas atipicas se observd la presencia de
ampollas en piel, estenosis pilérica y calculos renales que requirieron nefrectomia
(Christiansen et al., 2010).

FKBP10 (FK506 binding protein 65/ peptidyl-prolyl cis-trans isomerase FKBP10)
localizado en el locus 17921.2, codifica para una proteina que se localiza en el
reticulo endoplasmico y tiene actividad de chaperona para la colagena. Mutaciones
en el marco de lectura de este gen son causantes de la llamada Ol tipo XI, la cual
se reportd por primera vez en pacientes con nacionalidad mexicana y turca. Todos
los probandos mostraron Ol deformante, fracturas de huesos largos, hiperlaxitud
ligamentaria, platispondilia, escoliosis, escleras y dientes normales.

Bioquimicamente, la colagena no muestra alteraciones en cuanto a su hidroxilacion
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y por tanto su plegamiento helicoidal es normal (Alanay et al., 2010). Mutaciones en
este gen se asocian con retraso en la secrecidon de colagena, debido al defecto en
la actividad de chaperona se han demostrado agregados intracelulares de colagena
(Byers & Pyott, 2012). Se sugiere que el espectro fenotipico causado por
mutaciones en este gen se sobrepone con el sindrome de Bruck, una entidad
autosdémica recesiva caracterizada por osteoporosis, contracturas articulares al
nacimiento, fragilidad 6sea y talla baja, antes conocida como “osteogénesis
imperfecta con contracturas articulares congénitas” (Forlino, A., Cabral, W.A.,
Barnes, A.M., Marini, 2011).

EL gen PLOD2 (Procollagen - lysine, 2-oxoglutarate 5-dioxygenase 2) con locus
3924, codifica para la telopéptido lisis hidroxilasa especifica del hueso (THL). Los
individuos con mutaciones en este gen son clinicamente indistinguibles de las
personas con sindrome de Bruck 1. Mutaciones en este gen resultan en una
subhidroxilacién de lisinas en el telopéptido de colagena, pero no de la triple hélice,
lo cual conduce a un inadecuado entrecruzamiento de la colagena (Forlino, A.,
Cabral, W.A., Barnes, A.M., Marini, 2011). SP7 (Transcriptor factor 7/osterix) con
locus en 12913.3, codifica para un factor de transcripcion con dedos de zinc.
Mutaciones en osterix, se espera que causen efectos devastadores en la
diferenciacion de los osteoblastos. Los ratones Sp7-/- son letales en periodo
perinatal, se observa pérdida de formacion ésea endocondral e intramembranosa y
reduccion de la expresion de los marcadores de osteoblastos especificos de
COL1ALl tales como osteonectina y osteopontina (Forlino, A., Cabral, W.A., Barnes,
A.M., Marini, 2011). Dos mutaciones heterocigotas en este gen dentro del marco de
lectura, ocasionaron perdida del dominio de zinc, y se reportaron en un nifo egipcio
que mostrd un fenotipo moderadamente severo y disminucién en la densidad ésea
vertebral (Forlino, A., Cabral, W.A., Barnes, A.M., Marini, 2011). Mutaciones en
SERPINF1 (Pigmente epithelium-derived factor) localizado en el locus 17p13.3, se
han reportado en pacientes con Ol tipo VI. Dichos pacientes presentan un fenotipo
esquelético grave, con una caracteristica distintiva que se define en su
histomorfometria 6sea. Bajo el microscopio de luz polarizada la orientacion normal

de las fibrillas se pierde, observandose un patron en forma de “escama de pez”,
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orientando a un defecto en la mineralizacion 6sea. Mutaciones sin sentido en este
gen se observaron en tres pacientes con Ol grave mediante secuenciacién de
exoma, mostrando que afectaban las modificaciones postraduccionales y secrecion
de colagena. En ratones nulos para el gen Serpinfl, se observa un fenotipo con
alteraciones vasculares y epiteliales, sin alteraciones en hueso reportadas (Forlino,
A., Cabral, W.A., Barnes, A.M., Marini, 2011).

Bases moleculares

De los 19 tipos de colagena conocidos en vertebrados, el tipo 1 es el mas abundante
y por lo tanto el mas estudiado. Las cadenas a1y a2 de la colagena, son codificadas
por loci diferentes, COL1A1 y COL1A2, respectivamente. COL1A1 comprende ~18
kb, y esta situado en 17921.3-q22. COL1A2 es de ~38 Kb y esta situado en 7q21.3-
g22.1. Las cadenas a de colagena contienen 3 dominios, el N-terminal, el dominio

de la colagena y el C-terminal (ver tabla 3).

Tabla 3. Dominios de la proteina colagena tipo 1 con su correspondiente numero

de aminoacidos que lo conforman, Modificada de Dalgleish, 1997.

N-terminal 161 79
Péptido senial 22 22
N- propéptido 139 57

Dominio de Colagena 1057 1040
N-telopéptido 17 11
Triple hélix 1014 1014
C- telopéptido 24 15

C- terminal
C- propéptido 246 247
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La caracteristica mas sorprendente de estos genes, es que los exones que codifican
las porciones de la triple hélice de las cadenas de colagena son en su mayoria de
54 pb de longitud.

COL1A1 consiste de 51 exones ( ver figura 5) y COL1A2 de 52 exones ( ver figura
6), (Dalgleish, 1997). Hasta febrero del 2016, se habian descrito un total de 1693
variantes en COL1A1 (ver tabla 4). Las mutaciones se encuentran a lo largo de todo
el gen, sin encontrarse puntos calientes. Sin embargo, algunos exones presentan
un mayor numero de mutaciones, en orden descendente se encuentran los exones
37,44,11,8,38,42,15,17,7,9, 19, 31, 25y 18 (Ver tabla 6).

Tabla 4. Variantes encontradas en COL1A1, modificado de la base de datos de
osteogénesis imperfecta y Ehlers-Danlos, www.le.ac.uk/ge/collagen/.

5°'UTR Caodificantes Intrones 3°'UTR
Sustituciones 1329 0 1084 245 0 78.5
(sentido equivocado, sin

sentido, sindnimas)

Deleciones 271 7 236 28 0 16.01
Duplicaciones 71 0 69 2 0 4.19
Inserciones 11 0 10 1 0 0.65
Inserciones/deleciones 11 0 7 4 0 0.65
Total 1693 7 1406 280 0 100

Hasta junio del 2016, en COL1A2 se habian reportado un total de 961 variantes (ver
tabla 5). También se observa que las mutaciones se encuentran a lo largo de todo
el gen sin encontrarse puntos calientes. Sin embargo, se encuentran
predominantemente en algunos exones, en orden descendente 19, 38, 17, 12, 24,
46, 37 (Ver tabla 6).
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Tabla 5. Variantes encontradas en el gen COL1A2, modificado de |la base de datos

de osteogénesis imperfecta y Ehlers-Danlos.

5'UTR Codificantes Intrones 3°'UTR
Sustituciones 901 0 789 112 0 93.76
(sentido equivocado,

sin sentido, sinénima)

Deleciones 39 0 17 22 0 4.06
Duplicaciones 16 0 13 3 0 1.66
Inserciones/deleciones 5 0 5 0 0 0.52
Total 961 0 824 137 0 100

Tabla 6. Distribucion de mutaciones segun los exones en los genes COL1Al y
COL1A2.

Exén No. de %i Exoén No. de %
mutaciones mutaciones
reportadas en el exdn

1 14 0.98 1

2 13 0.91 2

3 2 0.14 3 1 0.12
4 1 0.07 4 1 0.12
5 28 1.97 5 1 0.12
6 9 0.63 6 3 0.36
7 28 1.97 7 4 0.48
8 51 3.59 8 10 1.20
9 31 2.18 9 6 0.72
10 7 0.49 10

11 55 3.88 11 4 0.48
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12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33/34
35
36
37
38
39
40
41
42

21
11
15
31
13
63
18
53

42

29

42
26

20

47

56
17
19
72
41
20
18
21
42

1.48
0.77
1.05
2.18
1.12
4.44
1.27
3.74
0.28
2.96
0.35
2.04
0.63
2.96
1.83
0.42
1.41
0.49
0.42
3.31
0.56
3.95
1.19
1.34
5.08
2.89
1.41
1.27
1.48
2.96

12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41

26
13

13
59

114
15
24

20
23
18
13

11

17
13
11
10
13
16
36
34
14
31
12

3.13
1.56
0.48
0.12
1.56
7.10
0.72
13.7
1.80
2.89
0.60
2.40
2.77
2.16
1.56
0.96
1.32
1.08
0.36
2.04
1.56
1.32
1.20
1.56
1.92
4.33
4.09
1.68
3.73
1.44
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43 31 2.18 42 17 2.04

44 61 4.30 43 5 0.60
45 39 2.75 44 23 2.77
46 20 1.41 45 14 1.68
47 15 1.05 46 45 5.42
48 45 3.17 47 11 1.32
49 50 3.52 48 14 1.68
50 33 2.32 49 37 4.45
51 33 2.32 50 S 1.08

51 17 2.04

52 16 1.92

COL1A1

N-terminal N-terminal
Peptldo sefial propéptido telopéptido Trinle hélice

5'- m“nnnh}nn[ﬂm&ﬂml}nmﬂmﬁmmmﬂmm
(D (] (o ez (o e ezm e e ) e e s e e ] ez ]
(W O O S——— —

C-terminal [ C-terminal propéptido ]
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Figura 5. COL1A1, con flecha se sefialan los dominios respecto a la estructura del gen, cada cuadro negro con su respectivo
numero representa los exones del gen. Los rectangulos blancos sefialan la localizacion de las mutaciones reportadas en

pacientes con fenotipo de Ol tipo I, los rayados el tipo Ill y el gris el tipo IV, modificado de Hald et al., 2016.
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COL1A2

Péptido N-terminal N-terminal
sefial propéptido telopéptido Triole hélice
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Figura 6. COL1A12, con flecha se sefialan los dominios respecto a la estructura del gen, cada cuadro negro con su respectivo

namero representa los exones del gen. Los rectangulos blancos sefialan la localizacion de las mutaciones reportadas en

pacientes con fenotipo de Ol tipo |, los rayados el tipo Ill y el gris el tipo IV, modificado de Hald et al., 2016.

Se ha observado que pacientes con mutaciones que caen dentro del dominio
helicoidal de la cadena a1 tienden a presentar escleras azules con mayor frecuencia
(75%), que aquellos con mutaciones en la cadena a2 (57%). También se ha
relacionado que mutaciones que afectan los primeros 120 aminoacidos en el
dominio de triple hélice, se relacionan con la presencia de escleras azules (Amor,
Glorieux, & Rauch, 2011).

Entre los pacientes que comparten la misma mutacién en COL1A1, la concordancia
para el fenotipo en la esclera fue menor respecto al fenotipo dental. Esto puede
estar dado a que la presencia de escleras azules es una caracteristica mas variable
que la dentinogénesis imperfecta y a que en algunos pacientes el grado de
coloracién de la esclera tiende a disminuir con la edad (Amor, Glorieux, & Rauch,
2011).

En relacion a la presencia de dentinogénesis imperfecta, la mayoria de los pacientes
con esta caracteristica presentan un defecto cualitativo en la colagena (96%),
mientras que una minoria tiene un defecto cuantitativo (4%). La prevalencia de DI
no depende de la cadena que presente la mutacién (71% vs 66%). Sin embargo, las
sustituciones de arginina presentaron una menor asociacion a DI (25%) respecto a

las sustituciones de serina (89%). Ademas, las mutaciones que afectan los primeros
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120 aminoacidos, en el dominio de triple hélice no se relacionan con DI (Amor,
Glorieux, & Rauch, 2011).

La prevalencia de huesos wormianos depende fuertemente del genotipo. Se
observd que estan presentes en el 29% de los pacientes con mutaciones de
haploinsuficiencia, en 96% de los que tienen mutaciones en el dominio helicoidal de
la cadena a1y 72% de la cadena a2, en 48% de los pacientes con mutaciones en

el sitio de corte y empalme y 33% con mutaciones en el C-propéptido.

Respecto a la densidad de la mineralizacion ésea, se encontr6 un Z-score mayor en
aquellos pacientes con mutaciones de haploinsuficiencia, que en los de mutaciones

en el dominio helicoidal de la cadena a 1 6 a 2 (Amor, Glorieux, & Rauch, 2011).
Diagnostico

El diagnéstico inicial estd basado principalmente en las caracteristicas clinicas y
radiolégicas. La presencia de fracturas debidas a un trauma leve, deformidades
Oseas, encorvamiento de los huesos largos y deficiencia para crecer, son las
caracteristicas principales. Dependiendo de la edad y severidad, las caracteristicas
esqueléticas pueden incluir macrocefalia, facie triangular, hipoplasia medio facial,
dentinogénesis imperfecta, deformidades en la pared toracica como pectum

excavatum o carinatum, escoliosis o cifosis.

Las radiografias muestran osteopenia generalizada y alguna combinacién de

angulacion y encorvamiento de los huesos largos, entre otras. (Figura 7)
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Figura 7. Ejemplos de lesiones secundarias a Ol. A, Radiografia de brazo izquierdo de un paciente con diagnéstico de Ol tipo
Ill, donde se observa la metafisis ensanchada del humero, fractura en tercio medio del radio y cubito, ademas de dislocacion
de la cabeza del radio y multiples fracturas por compresién en tercio distal de radio y cubito. B, Radiografia de craneo AP con
presencia de huesos wormianos (zona en recuadro) C, Radiografia AP de extremidades inferiores con osteopenia
generalizada y multiples fracturas las cuales requirieron intervencién quirdrgica, con uso de clavos intramedulares. D,

Radiografia de columna vertebral AP que muestra platispondilia y escoliosis.

La Ol puede ser dificil de discriminar con la osteoporosis de inicio temprano en
adultos, o en menores de edad victimas de maltrato fisico.

En los pacientes con Ol I-IV la histomorfometria 6sea revela disminucion del
volumen 6seo y del numero de trabéculas con cinética de alta rotacion elevada,

mientras que la histologia es distintiva en el tipo V y VI (Forlino & Marini, 2015).

La Ol es el arquetipo de una displasia esquelética, para la cual el diagndstico
molecular se basa en la secuenciacion de siguiente generacion (Bonafe et al.,
2015). Por razones de economia, el tamizaje de los genes de COL1Al1 y COL1A2
se recomienda en familias con un solo afectado, seguida de una secuenciacion
completa de los otros genes causantes de Ol, en caso de resultar el estudio
negativo. Cuando mas de un hijo se encuentra afectado en la familia, la realizacion

del panel de genes causantes de Ol representa una mejor opcién. Un diagnéstico
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molecular es muy util para dar el consejo genético acerca del prondstico, riesgo de

recurrencia, heredabilidad y respuesta a tratamiento (Forlino & Marini, 2015).
Tratamiento

EL tratamiento de Ol depende de la severidad de la enfermedad y la edad del
paciente, en cualquier caso, una estrategia de tratamiento debe proporcionar el
maximo de la funcion a largo plazo y autonomia. Los objetivos de tratamiento se
pueden reducir a tres situaciones tipicas: la forma leve (tipo 1), en la que el objetivo
es llegar a una expectativa de “vida normal”, las formas moderadas y graves (tipos
[1I-1X), en la que el objetivo es la “autonomia”, y la forma perinatal letal (tipo Il), en
la que el objetivo es la supervivencia al nacimiento. El enfoque de una enfermedad
tan heterogénea debe ser global y por tanto ser multidisciplinario (Sathasivam,
2011).

Los objetivos del tratamiento de la Ol son maximizar la movilidad y vida cotidiana,
disminuir el dolor éseo y fragilidad 6sea. EL grado de intervencion depende de la

gravedad del fenotipo clinico (Harrington, Sochett, & Howard, 2014).

e Rehabilitacion: La terapia fisica se utiliza para guiar la adquisicion de las
habilidades motoras de los nifios mas gravemente afectados, es importante
maximizar el ejercicio a base de levantamiento de peso para evitar fracturas
o durante la recuperacion de fracturas. La hidroterapia es un medio util de
retorno gradual a la carga de peso, el uso de la silla de ruedas y andaderas
se prescribe de acuerdo a las necesidades del nifio, con un equilibrio entre
la movilidad y estar sentado. Los pacientes con deformidades de
extremidades superiores pueden beneficiarse de la evaluacion de terapia
ocupacional que es util para el cuidado personal y realizacién de las
actividades diarias (Harrington et al., 2014).

e Tratamiento quirurgico: En un nifio con Ol, las fracturas son la razon mas
comun para consultar a un cirujano. El tiempo de curacion para los nifios con
Ol es normal a pesar del tratamiento con bifosfonatos, es importante evitar la
inmovilizacidn excesiva ya que lleva a debilidad, rigidez muscular y

osteopenia secundaria a la falta de uso de los huesos, lo que a su vez puede
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conducir a mas fracturas. Las fracturas en lactantes se tratan de la forma mas
simple con inmovilizacion, con el objetivo de proporcionar comodidad a la
extremidad mientras se forma el callo 6seo inicial. Las fracturas sanan
rapidamente en los recién nacidos (2-3 semanas). Los nifios pequeios y
mayores varian considerablemente en el numero de fracturas y el grado de
deformidad resultante, en general para la Ol tipo |, se tratan de forma
conservadora con uso de yeso, la fijacién con placa se debe evitar ya que
hay un riesgo posterior de fractura peri-implante. La deformidad de fémur y
tibia se puede tratar con osteotomia y clavo intramedular, ya que mantiene
una alineacion mecanica recta y adecuado soporte del hueso (Harrington et
al., 2014).

Tratamiento farmacolégico: en nifios con Ol se debe evaluar que en la dieta
haya una suficiente ingesta de calcio y 25-hidroxivitamina D, ya que hay
evidencia de que uno de cada cuatro nifios con Ol tiene deficiencia de
vitamina D. Ademas, las concentraciones séricas de 25-hidroxivitamina D se
asocian de forma independiente con la densidad de la mineralizacion ésea
(Harrington et al., 2014).

Los bifosfonatos son drogas anti resortivas, que se caracterizan por ser
analogos sintéticos del pirofosfato. Estos se depositan en la superficie del
hueso, donde su endocitosis por precursores de osteoclastos induce la
muerte celular por apoptosis, ademas de unirse a los cristales de
hidroxiapatita en el hueso mineralizado. La decision de iniciar esta
farmacoterapia depende de la gravedad clinica, presencia de deformidad en
huesos largos, dolor 6seo y fracturas déseas, mas que el estado de
mineralizacion 6sea y tipo de mutacion encontrado en el gen de la colagena
(Harrington et al., 2014). Por lo tanto, su uso tiene como objetivo aumentar el
volumen éseo, contrarrestando el estado celular de alta produccion de masa
0sea en la Ol clasica. El hueso nuevo contiene aun colagena defectuosa en
el tipo clasico, pero la hipétesis detras del tratamiento es que un mayor

volumen de hueso (aun con deterioro en su calidad) seria benéfico a la fuerza
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O0sea. La mayoria de los nifios con Ol tienen efectos vertebrales positivos,
incluyendo aumento en la densidad 6sea, con una puntuacion en el Z score
de aproximadamente 1.5 en el primer afno de tratamiento con bifosfonatos y
disminucién en las compresiones vertebrales y numero de fracturas. Una
probable explicacion para la reduccion de fracturas, es que la calidad del
hueso se reduce por la administracion de bifosfonatos. La inhibicion a largo
plazo de los osteoclastos lleva un hueso no dinamico, en el que a menudo
las micro grietas no se reparan. Las micro fisuras y focos de retencion de
cartilago mineralizado provenientes de las infusiones ciclicas de
bifosfonatos, pueden facilitar la propagacién de las grietas (Forlino & Marini,
2015). En general, la actividad de los bifosfonatos esta dirigida a la reduccion
de la actividad de los osteoclastos, el tratamiento via intravenosa se ha
convertido en el estandar de oro para los nifios con Ol moderada a severa
(Van Dijk & Sillence, 2014). Ensayos controlados y observacionales han
demostrado que los bifosfonatos aumentan significativamente la densidad
mineral 6sea, con la mayor ganancia obtenida en los primeros 2 a 4 afios. De
igual forma, documentan una reduccion en el numero de fracturas en huesos
largos y dolor en los huesos, asi como mejoria en la morfologia vertebral. Sin
embargo, estos resultados no han sido apoyados por estudios controlados
aleatorios. Sigue aun en duda el plan 6ptimo acerca de la duracion y su
dosificacion (Monti et al., 2010). Suspender el tratamiento mientras se
encuentra en etapa de crecimiento, puede resultar en reduccion del
contenido mineral del hueso metafisiario y aumento de riesgo de fracturas en
la union metafisis-diafisis. Dentro de los efectos adversos, se ha observado
hasta en 85% de los nifios, sintomas gripales después de la primera dosis e
hipocalcemia transitoria. La disminucién de la remodelacion 6sea asociada
al tratamiento, puede retrasar la curacion del sitio de osteotomia con clavo
intramedular. La osteonecrosis de la mandibula se ha descrito en pacientes
adultos, pero no se ha reportado en pacientes pediatricos (Harrington et al.,
2014).
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La hormona de crecimiento se ha probado en ensayos clinicos debido a sus
potenciales efectos anabdlicos en hueso, a través de la estimulacion de los
osteoblastos, sintesis de colagena y crecimiento 6seo. La deficiencia de ésta
hormona es poco comun en nifios con Ol, no obstante, el tratamiento con
hormona de crecimiento puede aumentar su velocidad de crecimiento,
aunque no existen datos sobre su efecto en la talla adulta final. Esta
estrategia ha demostrado efecto significativo al aumentar la densidad mineral
0sea, sola o en combinacion con bifosfonatos, pero no ha demostrado
disminuir la tasa de fracturas. No hay pruebas suficientes para apoyar el uso
de hormona de crecimiento en nifios con esta enfermedad (Harrington et al.,
2014).

Terapias futuras potenciales: Inhibidores del receptor activador del factor
nuclear kappa B, como el denosumab, inhiben la formacion de osteoclastos
y degradacion de hueso. En un modelo animal de raton con Ol, el denosumab
mostré aumento en la densidad ésea, de la cortical, y disminucion de
fracturas. Hay un estudio de 4 nifios con Ol tipo VI, donde se demostré que
el denosumab normaliza marcadores de resorcibn Osea previamente
elevados, sin embargo, son necesarios aun mas datos respecto a su efecto

en la tasa de fracturas y dolor 6seo (Harrington et al., 2014).

Los farmacos con accién anabdlica en la formacion de hueso, estan en fase
experimental en modelos animales con Ol Estos nuevos farmacos son
anticuerpos Uno contra esclerostina que es un regulador negativo de la
formacion de hueso en la ruta Wnt; y otro contra el factor de crecimiento
transformante 3 (Dickkopf-1), que es un coordinador de la remodelacion ésea
producida por los osteoblastos (Forlino & Marini, 2015). El tratamiento con
anticuerpos anti-esclerostina en ratones con Ol, ha mostrado mejora de la
fragilidad en huesos largos y puede ofrecer una nueva terapia para nifios con
Ol en el futuro (Harrington et al., 2014).
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Derivado de lo anterior, se puede concluir que los agentes farmacoldgicos actuales,
no corrigen la causa primaria subyacente de Ol, existen investigaciones en curso
donde se busca la terapia génica y molecular. Enfoques en modelos animales
incluyen la regulacion a la baja de la expresion del alelo mutante a través de RNA
pequenos interferentes o ribozimas. Las infusiones de células madre
mesénquimales con potencial de desarrollar osteoblastos, han mostrado mejoria en

los fenotipos en hueso de modelos de ratones con Ol (Harrington et al., 2014).
Diagndstico diferencial

El diagnéstico diferencial de Ol depende en gran medida de la edad en que se

evalua al individuo.
In Utero, el ultrasonido o caracteristicas radiolégicas pueden llevar a considerar:

e Hipofosfatasia: se caracteriza por una mineralizacion 6sea defectuosa de
hueso y/o dientes en presencia de actividad baja de fosfatasa alcalina en
suero. Las caracteristicas clinicas varian desde la muerte fetal sin
mineralizacion Osea, hasta el extremo de fracturas patolégicas en
extremidades inferiores en edad adulta. Al menos seis formas clinicas son
reconocidas, basandose en la edad al momento del diagndstico y severidad
de las caracteristicas clinicas, siendo éstas: 1) hipofosfatasia perinatal (letal),
caracterizada por insuficiencia respiratoria e hipercalcemia. 2) Hipofosfatasia
perinatal benigna, con manifestaciones esqueléticas prenatales que se
resuelven lentamente en la infancia o edad adulta. 3) Hipofosfatasia infantil,
con inicio de los sintomas entre el nacimiento y seis meses con raquitismo
sin elevacion sérica de la fosfatasa alcalina. 4) Hipofosfatasia en la infancia,
con baja mineralizacién ésea para la edad, acompafiada de raquitismo y
fracturas inexplicables. 5) Hipofosfatasia de inicio en la edad adulta,
caracterizada por pérdida temprana de la denticién y fracturas de estrés y
pseudo fracturas en extremidades. 6) Odontofosfatasia, caracterizada por
pérdida prematura de los dientes primarios y/o caries dentales graves como

un hallazgo aislado o como parte de las formas previas de hipofosfatasia.

45



Displasia tanatoforica: es una displasia esquelética con acortamiento de las
extremidades. Dentro de las caracteristicas ultrasonograficas se observa
acortamiento de huesos largos, visible desde las 12-14 semanas de
gestacion (sdg), en el ultrasonido de segundo y tercer trimestre se muestra
deficiencia en el crecimiento de la longitud del fémur por debajo del percentil
5, reconocible a las 20 sdg, columna vertebral y craneo con adecuada
osificacion, platispondilia, cavidad toracica con costillas estrechas,
polihidramnios y fémures arqueados (tipo I), craneo en trébol (tipo Il) y en
ocasiones macrocefalia relativa. Hasta en 99% de los casos con displasia
tanatoforica tipo I, y mas del 99% de los casos del tipo Il, es posible identificar
una mutacion en el gen FGFR3.

Displasia campomélica: es una osteocondrodisplasia caracterizada por
dismorfias faciales distintivas, secuencia de Pierre Robin con paladar
hendido, acortamiento y arqueamiento de huesos largos y pie equino varo.
Otros hallazgos incluyen laringotraqueomalacia con compromiso respiratorio,
genitales ambiguos, reversion sexual en pacientes con cariotipo 46, XY. La
mutacion causante es autosomica dominante y generalmente aparece de
novo en el gen SOX9.

Acondrogénesis tipo 1B: se caracteriza por extremidades muy cortas con
dedos de los pies pequenos, hipoplasia de torax, abdomen protuberante,
aspecto fetal hidrépico causado por la abundancia de tejido blando en

relacion con un esqueleto corto. El unico gen asociado es SLC26A2.

Durante la infancia los principales diagndsticos son:

Trauma no accidental (maltrato infantil): La Ol debe distinguirse del maltrato
fisico infantil o traumatismo no accidental. La violencia fisica en contra de
infantes, como causa de fracturas (sin lesion cerebral), se presenta mas
frecuente en menores de 12 meses (20.4%), disminuyendo a 7.1% para los
12 a 23 meses de edad y 2.1% entre los 24 y 35 meses. En el afio 2013,
Leventhal y colaboradores estimaron que, en la poblaciéon norteamericana, la

Ol representa el 0.85% del total de pacientes con fracturas; por lo que una
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adecuada historia clinica, interrogatorio de antecedentes familiares,
exploracion fisica, toma de radiografias y curso clinico, nos deben guiar a
diferenciarla de aquellas causadas por maltrato infantil. La superposicién de
las caracteristicas incluye fracturas recurrentes, fracturas que no coinciden
con el mecanismo de lesion y hallazgo de fracturas a distintitas edades y en
diferentes etapas de consolidacion. Las fracturas metafisiarias y de costillas
se consideran practicamente patognomonicas del abuso infantil, aunque
pueden presentarse en Ol. Dentro de la historia familiar, las familias con
sospecha de un posible abuso infantil, a menudo proporcionan un historial de
fracturas frecuentes no verificadas.

Sindrome de Bruck: con herencia autosodmica recesiva, caracterizada por
fragilidad 6sea, contracturas articulares congénitas, pie equino varo, escleras
azules o de color normal y presencia de huesos wormianos.

Sindrome Cole-Carpenter: se caracteriza por deformidades 6seas, multiples
fracturas, proptosis ocular, craneosinostosis, abombamiento frontal e
hidrocefalia.

Sindrome Hadju-Cheney: se identifica por talla baja, falla para crecer,
hipoacusia conductiva, dismorfias faciales, pérdida temprana de los dientes,
anomalias genitourinarias, falla en la osificacion de las suturas, impresion
basilar, anormalidades vertebrales, cifoscoliosis, inestabilidad cervical,
laxitud articular, dislocacion de la cabeza del radio, acroosteolisis e
hirsutismo.

Osteoporosis juvenil idiopatica: tipicamente se presenta en adolescentes con
fracturas y osteoporosis. La susceptibilidad a fracturas y osteoporosis
usualmente se resuelve espontaneamente en la pubertad. La etiologia es
desconocida.

Dentinogénesis imperfecta: La cual se puede presentar de forma esporadica

o familiar por mutaciones en el gen DSSP localizado en el cromosoma 4.
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Desordenes alélicos:

Enfermedad de Caffey: Se caracteriza por la irritabilidad, dolor, fragilidad,
hiperestesia, asi como hinchazon y enrojecimiento de los tejidos blandos,
implicando una o0 mas areas del cuerpo. Normalmente, en los estadios mas
iniciales, se presentan cambios sistémicos con fiebre. El dolor puede ser tan
severo que causa pseudoparalisis, y la implicacion de nervios individuales
puede resultar en paralisis. Otros signos clinicos descritos incluyen disfagia
y obstruccién nasal. Se cree que la herencia es autosémica dominante en
algunos casos. Recientemente, en casos familiares se identificaron
mutaciones en COL1A1.

Sindrome de Ehlers-Danlos clasico: el cual incluye el tipo | y Il, se caracteriza
por cicatrizacion anormal, hiperlaxitud articular y en piel. Los huesos no son
fragiles, ni presentan tendencia a fracturarse. El tipo clasico tiene herencia
autosdmica dominante, causada por mutaciones en COL5A1 y COL5A1, sin
embargo, se han reportado casos por mutaciones en COL1AL.
Osteoporosis: La variante Sp1 en COL1Al, ha demostrado afectar la
densidad ésea y calidad del hueso, lo que los predispone a fracturas,

principalmente vertebrales.
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Objetivos:

Objetivo General

Revision clinica y radioldgica de una muestra de pacientes de poblacion mexicana
con diagnostico de Osteogénesis Imperfecta e identificacion de mutaciones
causantes en de esta enfermedad en los exones 8, 11, 15, 33/34, 37 y 44 del gen
COL1A1

Implementacién de la técnica PCR punto final y secuenciacion Sanger como

herramienta de diagnostico dentro del Instituto Nacional de Rehabilitacion.

Objetivos especificos

e Realizar un analisis de los datos clinicos mediante la revisidon de historia
clinica y radiolégica de cada paciente relacionado con la enfermedad.

o Clasificacion de los pacientes dentro de los tipos | — IV segun Sillence.

e Estandarizar la metodologia para la amplificacién y secuenciacion de los
exones 8, 11, 15, 33/34, 37 y 44 del gen COL1A1, mediante PCR punto final
y secuenciacion tipo Sanger.

e Analisis de la frecuencia de las mutaciones en los exones previamente
descritos del gen COL1AL.

¢ Investigar la correlacion genotipo—fenotipo en pacientes con Osteogénesis

Imperfecta.

Planteamiento del problemay justificacién:

La Osteogénesis Imperfecta es una enfermedad con una prevalencia aproximada,
considerando todos los tipos, de 6-7:100,000 individuos. Se trata de una
enfermedad que causa una discapacidad severa, un diagnostico oportuno lleva a
una evaluacion y manejo temprano y adecuado a fin de tener una mejor calidad de
vida y disminucion de las complicaciones.

Actualmente en México no se tiene implementada la técnica para la confirmacion

molecular de la sospecha diagndstica de ésta enfermedad.
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Hipotesis

En la literatura se refiere que el 90% de los casos de Osteogénesis Imperfecta se
debe a mutaciones en los genes COL1A1 y COL1A2. Se calcula que
aproximadamente 5-70% de los casos son por mutaciones en COL1A1 por lo que

se espera encontrar una proporcion similar a lo referido en la literatura.

Disefo de estudio

Transversal, descriptivo y observacional.

Tamafio de la muestra
A conveniencia. Se captaran los pacientes de la poblacién del Instituto Nacional de
Rehabilitacion y pacientes enviados de hospitales externos que cuenten con datos

clinicos y radiolégicos de Osteogénesis Imperfecta.

Andlisis y métodos estadisticos de los datos

Se presentara estadistica descriptiva.

Poblacion del estudio

Criterios de inclusién:

e Ser pacientes del Instituto Nacional de Rehabilitacion con expediente clinico, o
de un hospital externo con expediente vigente.

e Haber sido valorados por parte del servicio de Genética Médica de alguna de las
instituciones participantes.

e Tener caracteristicas clinicas compatibles con Osteogénesis Imperfecta.

e Tener perfil radiolégico completo con caracteristicas compatibles con
Osteogénesis Imperfecta.

e Pacientes de cualquier sexo y edad.

¢ Pacientes dentro de los tipos I-IV de la clasificacién de Sillence.
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Criterios de exclusion:

e No tener expediente clinico del Instituto Nacional de Rehabilitacion u
Hospital de referencia.

e Pacientes que no hayan sido valorados por un servicio de Genética
Médica.

e No presentar caracteristicas clinicas ni radioldégicas compatibles con

Osteogénesis Imperfecta.

Criterios de eliminacion

e Pacientes que no acepten participar en el estudio.

Metodologia

Toma de muestra sanguinea

e Limpieza y desinfeccion de la zona a puncionar con una torunda de
alcohol.
e Con jeringa estéril se toma muestra de sangre periférica 5 ml.

e La muestra se recolecta en un tubo con EDTA.

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

Para la extraccion de ADN se utilizé el Gentra Puregene Blood Kit (Qiagen),

utilizando el protocolo recomendado por el fabricante:

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

Se agregaron 300 ul de sangre total al tubo, y se mezcl6 invirtiendo 10 veces.
Se incubd 5 minutos a temperatura ambiente (15-25°C). Se invirti6 el tubo al
menos una vez durante la incubacion.

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

Se desechd cuidadosamente el sobrenadante con la pipeta o decantandolo,
dejando aproximadamente 10 ul de liquido residual y el boton de leucocitos.

Se agit6 el tubo vigorosamente en el vortex y se resuspedio el botdn leucocitario
en el liquido residual.

Se agit6 para facilitar la lisis celular en la siguiente etapa.
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Se agregaron 300 ul de solucion de lisis celular, y se pipeteo para lisar las células
durante 10 segundos.

Por lo general, no se requirié 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 solucion de precipitado de proteinas, y se agitd
vigorosamente durante 20 segundos a alta velocidad.

Se centrifugé durante 5 min a 2,000 rpm.

Los precipitados formaban condensados de color marrén oscuro.

Si los precipitados de proteinas no estaban condensados, era necesario
incubar en hielo durante 5 min y repetir la centrifugacion.

Se adicionaron 300 pul de isopropanolol en un tubo limpio de 1.5 ml, y se agregoé
al sobrenadante de la etapa anterior cuidadosamente.

Se asegurd que el sedimento de proteina no se desprendiera durante el
vertido.

Se mezcld invirtiendo suavemente 50 veces hasta que el ADN fue visible como
hilos.

Se centrifugé por 3 min a 2,000 x g.

El ADN fue visible como un pequefio sedimento blanco.

Se eliminé cuidadosamente el sobrenadante, y se dreno el tubo invirtiéndolo
sobre una hoja limpia de papel absorbente, se tuvo cuidado de que el sedimento
permaneciera en el tubo.

Se anadieron 300 pul de etanol al 70% y se invirtié varias veces para lavar el
sedimento de ADN.

Se centrifug6 durante 1 min a 2,000 x g.

Se desechd cuidadosamente el sobrenadante, volteando el tubo en un pedazo
de papel absorbente limpio, se tuvo cuidado que el botdn permaneciera en el
tubo.

Se dejo6 secar al aire el sedimento por 5-10 min.

Se evitd el exceso de secado del sedimento de ADN, pues se vuelve dificil

de disolver.
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e Se anadieron 100 pl de solucion de hidratacién de ADN y se vortexed durante 5
segundos a velocidad media para mezclarlo

e Seincubd a 65°C por 1 h para que se disolviera el ADN

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La amplificacion de los exones 8, 11, 15, 33/34, 37 y 44 de COL1A1, se realizd
utilizando los oligonucledtidos previamente descritos por Jarmo Korkko y cols
(Korkko et al., 1998), indicados en la tabla 7.

Tabla 7. Oligonucledétidos y correspondiente temperatura de alineamiento utilizados

en el analisis de gen COL1ALl en este estudio.

OIA1ES8-F 5'- TGG AGG GAA GAC TGG GAT GAG -3 65° C

OIA1ES8-R 5- AAG ACC CAG GCCTGGGAGTTCTTCT - 65° C
3

OIA1E11-F  5-CTG AAC CTG GGC TTC ACT GCA C -3’ 64° C

OIA1E11-R 5-GAT GTC CACTCT CTGGCCCTT G -3 64° C

OIA1E15-F 5’- GAT CCC TGA GCT CTG GAA GGG GCT C 65° C
-3

OIA1E15-R 5’- GAG ATG GCA GCT GCA AGT CAC -3 65° C

COL1AL OIA1E33/34-F 5-CCT CTC AGG AAA CCC AGA CAC AAG CA 64°C
-3

OIA1E33/34-R 5-GTT CCC AGG TTG ACA GCT CAG -3 64°C

OIA1E37-F 5-TGCCTCCATTACTGCTCCTCC -3 62°C

OIA1E37-R 5- TAGGAGAGCACAGAGGCATCAAG -3’ 62°C

OIA1E44-F 5’- GCA ACA CTC CAT GAC CAC AGC -3 62° C

OIA1E44-R  5-CCT GCC TGG GTG AAG TCC GAC -3’ 62° C
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Los componentes de cada reaccion de PCR de 10 ul se muestran en la tabla 8.

Tabla 8. Componentes de la reaccion de PCR

Agua bidestilada 3.3 ul
Buffer 10 x 1
MgCl2 25 pM 0.6 pl
dNTPs 2 uM 1

Oligonucleétidos F10 uM 0.5l
Oligonucleétidos R10 uM 0.5 4l

ADN (50 ng/ul) 3
Taqg Polimerasa 5 u/pl 0.1
Total 10 ul

Se preparo el master mix en tubos de 500 ul, de acuerdo al numero de muestras a

analizar. Las muestras se colocaron en un termociclador Veriti (Applied Biosystems)

y se programé de la siguiente manera (ver figura 8):
a) Tiempo de desnaturalizacion inicial
e Temperatura 95°C

e Tiempo de 5 minutos

35 ciclos con las siguientes condiciones:
b) Etapa de desnaturalizacién

e Temperatura 95°C

e Tiempo 30 segundos

c) Etapa de alineamiento/hibridacién

e Temperatura variable segun los oligonucledétidos (ver tabla 7).

e Tiempo 15 segundos
d) Etapa de extension/elongacion

-Temperatura 72°C
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-Tiempo 1 minuto

e) Fase final de extensién
e Temperatura 72 °C

e Tiempo 7 minutos

Etapaprevia 1° Ciclo 2° Ciclo ... 30° Ciclo Etapafinal
100 — D D
0/ 595 30" 307 307
i ° 95°C
o 80 — 95°C 95°C c
o £ ; E
3 70 — 1 1 1 7
g . 72°C 72°C 72°C 72°C
g 60 H ~\H H
E 157 15
= 50 = 50-60°C 50-60°C
40 =
30 =

D Desnaturalizacion
H Hibridacion Tiempo (min ')

E Extension

Figura 8. Fases y condiciones de la PCR punto final, utilizadas en las muestras.

Electroforesis en gel de agarosa

Elaboracién del gel de agarosa para la electroforesis

|
160

e Se tomé un matraz limpio y se agregaron 100 ml de buffer TAE 0.5X (tris-

acetato-EDTA).
Se disolvid 1.5 gr de agarosa para obtener una concentracién del 1.5%

Se calentd en el horno de microondas y se agito ligeramente hasta que

se disolviera la agarosa.

Se preparé la camara de electroforesis, colocando un peine para formar

multiples pozos.
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Se anadié a la solucién de agarosa 2ul de GelRed™ (Biotium) para
visualizacion del ADN bajo luz UV.
Se agregb la solucién de agarosa al 1.5% y se dejé polimerizar. Una vez

polimerizado el gel, se retird con cuidado el peine.

Electroforesis

Figura 9. Representacion esquematica de un gel de agarosa, corroborandose la amplificacion del fragmento de interés.

Se llend la camara con suficiente buffer TAE 0.5X para que se cubriera el
gel.

Se conectaron los electrodos a la fuente de poder.

Se realizé la separacion de los productos de PCR junto con un marcador
de peso molecular de 100 pb (Fermentas).

Se realizé la electroforesis a 100 V por 30 min.

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

Se puso el gel en una camara fotografica bajo luz UV y se capturo la
imagen en un equipo de Uvitec para verificar la amplificacion del

fragmento de interés (ver figura 9).

Marcador de Producto de Marcador de
peso molecular PCR peso molecular
& e N i §

Hjo - C 1 C 1 C 1 T 1 ¢ v Il s 1

0P| L . -

300pb | - p— —

1 — —

L ]
100 pb | - e— - —
 J
Polo + 4 — _—
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Purificacion de los productos de PCR con el método de columnas

e Se purificaron los productos de PCR con el QlAquick PCR Purification Kit
(Qiagen) usando al protocolo recomendado por el fabricante

e Se agregaron 85 ul de Buffer PB y se mezclé para tener un producto
homogéneo.

e Se traslado el producto a columna.

e Se centrifugd por un minuto a 13,000 rpm.

e A cada columna se agregé 750 ml de Buffer PE.

e Se centrifugd por un minuto a 13,000 rpm.

e Se centrifugd por una segunda ocasién en un tubo limpio.

e Posteriormente se coloco la columna en un tubo nuevo de 1.5 ml.

e Se agrego6 20 ml de agua bidestilada, previamente calentada a 60°C.

e Se deja reposar durante 1 minuto.

e Se centrifugd la muestra durante 1 minuto a 13,000 rpm.

e Obteniéndose asi el producto purificado de la PCR.

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

e Cada componente de la reaccién de secuencia se describe en la tabla 9.

Tabla 9. Componentes de la reaccidon de secuencia

Agua bidestilada 4 ul

Buffer 5x BD teminator 2l
v3.0

Oligonucleétidos 3.2 uM 1l
ADN (productos de PCR) 2 ul
Big Dye terminator v.3 1l
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Total 10 ul

Se realizan 25 ciclos de 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

y la de extension a 60° C por 4 minutos.

Centri-sep

Las columnas Centri-sep son usadas para una rapida y eficiente purificaciéon de

grandes moléculas (proteinas, acidos nucleicos, carbohidratos complejos), asi

como para moléculas pequeias como nucleétidos, buffer, sales, etc. En nuestro

caso, fueron utilizadas para la purificaciéon de los productos de PCR de secuencia
de los exones 8, 11, 15, 33/34, 37 y 44 del gen COL1AL. El procedimiento consistio

en:

1. Hidratacion de la columna

Se golped suavemente la columna para que el sefadex llegara al fondo
de la columna.

Se retird la tapa superior y adicionaron 800 ul de agua bidestilada para
reconstituir la columna

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

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

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

Después de que el gel haya solidificado y esté libre de burbujas, se retird
la tapa de la columna superior y luego la inferior

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

La columna se centrifugd a 2,700 rpm durante 2 minutos para eliminar el

liquido intersticial, dos veces seguidas
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2. Procesamiento de la muestra

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

La columna se colocé en un tubo colector limpio (1,5 ml) y se centrifugd a
2,700 rpm durante 2 min

Las muestras se desecaron por medio de vacio sin aplicar calor, durante
60 minutos

Una vez que las muestras estan completamente secas se re
suspendieron en 15 ul de formamida y se desnaturalizaron a 95°C por 5
minutos para la secuenciacién capilar.

Los productos de PCR de secuanciacion purificados se analizaron en un
equipo ABI Prism 3100 Genetic Analizer (Applied Biosystems).

Las secuencias fueron comparadas con las secuencias de referencia
reportadas en Genebank para COL1A1 (NG _007400.1)

Analisis bioinformatico

Para conocer si las variantes encontradas ya habian sido reportadas

previamente se buscaron en bases de datos ya establecidas:

0 Base de datos de Ol y Elhes Danlos (www.le.ac.uk/ge/collagen/)
o Exome Aggregation Consortium (http://exac.broadinstitute.org/)
o0 Human gene mutation database

(http://lwww.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php)

Con el fin de evaluar el posible efecto patogénico de las variantes

encontradas en la secuencia de ADN se realizé un analisis in silico usando

diferentes predictores informaticos como son

o SIFT (http://sift.jcvi.org/)
0 Mutation taster (http://www.mutationtaster.org/)

0 Poly- Phen 2 (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/)
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Resultados

Analisis Clinico

En el periodo comprendido de enero del 2011 a junio del 2016, se reclutaron 20
pacientes del Instituto Nacional de Rehabilitacion, valorados por el servicio de
Genética, con diagndstico clinico y radiologico de Osteogénesis Imperfecta.

De los 20 pacientes, 14 fueron hombres (70%) y 6 mujeres (30%), con un rango de
edad entre 3y 19 afos. 14 casos fueron esporadicos y 6 fueron familiares (ver figura
10).

Tipos de casos de Ol

Familiares
30%

Esporadica
70%

Figura 10. Gréfica que representa los tipos de casos de los pacientes con Osteogénesis Imperfecta de los pacientes
estudiados.

En las figuras 11 a 13, se observan los arboles genealdgicos de cuatro familias
afectadas con Osteogénesis Imperfecta, distinguiéndose los principales modos de

herencia.
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Figura 11. Arbol genealdgico de la familia del paciente MVAI, donde se observa un patrén de herencia autosémico dominante
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Figura 12. Arbol genealdgico de la familia del paciente FPD, se observa un patrén de herencia autosémico dominante, el cual
se caracteriza por una transmision vertical
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Figura 13. Arbol genealégico de la familia del paciente LGRS, donde se observa un caso esporadico sin un patrén de herencia
definido.
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Al ser el Instituto Nacional de Rehabilitacion (INR) un hospital de referencia a nivel
nacional, los pacientes incluidos en el estudio, provienen de diversas regiones del

pais, asi como del extranjero, (ver figura 14).

Querétaro, 5%
EUA, 5%

Morelos, 10%

CdMéxico,
45%
Puebla, 15%

Figura 14. Lugares de origen de los pacientes incluidos en el estudio.

Con base en la clasificacion de Sillence, se catalogaron a los pacientes en los 4

tipos mas frecuentes de Ol (ver figura 15).

11, 15%
3 Personas

I, 55%

v, 30% 11 Personas

6 Personas

Figura 15. Clasificacion de los pacientes segun la clasificacion de Sillence.
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De acuerdo a la clasificacion de Sillence, las caracteristicas clinicas observadas en el presente estudio, son las indicadas
en la Tabla 10.

Tabla 10. Caracteristicas clinicas observadas, segun la clasificacién de Sillence.

Tipo Total Px Total Fx T<3 Microcefalia Marcha Marcha Facie Abombamiento
independiente con apoyo triangular frontal
(ver figura 16).

I 11/20 2-11 0% 9% 100% 0% 18% 27%

[l 3/20 9-33 66% 33% 33% 66% 0% 0%

Y 6/20 3-55 33% 0% 83% 16% 16% 16%
Escleras Presenciade Hiperlaxitud Deformidades DI Hipoacusia Escoliosis
Azules-grisaceas hematomas  articular

I 81% 9% 36% 0% 0% 27% 27%

[l 100% 0% 0% 100% 33% 33% 66%

v 100% 50% 33% 100% 66% 0% 50%

Px: Pacientes, Fx: fracturas, T <3: talla con percentil menor a la tres, DI: Dentinogénesis Imperfecta.




Del total de pacientes reclutados, seis fueron prematuros, de ellos solo dos se
encontraron por debajo del percentil tres, en su talla y peso respecto a la edad
gestacional, todos los demas fueron obtenidos a término con adecuado peso para

su edad gestacional

En relacion al inicio, progresion y tratamiento de las fracturas, se pudo observar:

- Tipo I forma clasica: Se obtuvieron 11 pacientes con una edad variable, el
menor de 3 afios y la mayor de 19 afios. Respecto al inicio de las fracturas el
rango va de los 9 meses a los 6 afios. El rango del numero fracturas
observado fue de minimo de 2 y maximo de 11 fracturas hasta ahora, dentro
de ellas solo 4 pacientes no han requerido tratamiento quirurgico (ver tabla
10).

Dentro de su desarrollo psicomotor, un paciente presentd retraso motor
secundario a las fracturas y otro mostro retraso en el lenguaje que requirio
terapia de lenguaje.

Dos pacientes recibieron tratamiento con bifosfonatos durante dos anos,

refiriendo adecuada respuesta al tratamiento.

Figura 16. A; Paciente con diagnéstico de Ol tipo Ill, B, paciente con diagnostico de Ol tipo I. En donde se observa la presencia
de facie triangular, signo clinico referido en esta estidad.
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A la exploracion fisica se encontraron dos pacientes con escleras blancas, ocho con

escleras azules y uno con escleras grisaceas.

Ol tipo |

M Prenatal

4 Neonatal <28 dias

H Lactante menor <12 meses
H Lactante mayor 1-2 afios

M Preescolar 2-4 afios

i Escolar 5-9 afios

M Adolescencia 10-19 afios

Figura 17. Relacién del numero de fracturas por edad, en los pacientes clasificados dentro del tipo | de Ol.

Tipo Il deformante progresiva: Se reclutaron tres pacientes en el rango de
edad de 7 a 15 anos. Respecto a la edad de inicio de fracturas, ésta vari6
desde forma prenatal diagnosticada por ultrasonido in utero, hasta el afio de
edad, con un numero maximo de fracturas a lo largo de la vida de hasta 33,
(Figura 18), todos los pacientes han requerido por lo menos algun tratamiento
quirurgico para alguna de estas.

Como es de esperar para la clasificacion, el 100% de los pacientes
presentaron deformidades en los huesos de grado variable, se observo
compromiso de la funcién respiratoria en dos de ellos con un patron
respiratorio restrictivo. EI 100% presentd escleras grisaceas. Todos los
pacientes fueron valorados por el servicio de audiologia, se encontré uno con
diagnéstico de hipoacusia conductiva superficial bilateral, y los dos restantes

con audicion normal bilateral.

65



Dos pacientes se encuentran en tratamiento con bifosfonatos con una

duracién aproximada del tratamiento de 5 afos.

Ol tipo lll

0% Prenatal

8% 8%

= Neonatal <28d

m Lactante menor<12m

23%

m Lactante mayor 1-2a

m Preescolar 2-4a

Escolar 5-9 a

Adolescencia 10-19a

Figura 18. Relacién del numero de fracturas por edad, en los pacientes clasificados dentro del tipo Il de Ol.

Tipo IV moderadamente deformante: Se clasificaron a seis pacientes de
entre los 5 a 16 afnos de edad. En lo referente a las fracturas, estas tuvieron
un inicio desde los 15 dias de vida extrauterina hasta los 4 afios de edad, con
un total de fracturas variable, siendo el minimo de 2 y un maximo de 55. (ver
figura 19).

Dentro de su desarrollo psicomotor, uno presenté retraso en el desarrollo

motor y otro retraso en el lenguaje.
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Ol tipo IV

= Prenatal

0%
15%, 16%
Neonatal <28d

m Lactante menor<12m
m Lactante mayor 1-2a
m Preescolar 2-4a

= Escolar5-9 a

= Adolescencia 10-19a

Figura 19. Relacion del numero de fracturas por edad, en los pacientes clasificados dentro del tipo 1V de Ol.

El 100% tuvo algun grado de deformidad ésea, dentro de los cuales en dos
ocasionaron una falla respiratoria de predominio restrictivo. Solo un paciente
ha recibido tratamiento a base de bifosfonatos durante 10 afios. A la
exploracion fisica tres pacientes presentaron escleras grisaceas y tres
escleras azules. (ver figura 20 y 21). Todos fueron valorados por audiologia,
con diagnostico de audicion normal bilateral.

Figura 20. Paciente con diagnodstico de Ol tipo 1V, donde se observan las caracteristicas de la dentinogénesis imperfecta.
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Figura 21. Pacientes con diagnoéstico de Ol, donde se puede observar la coloracion azul-grisacea de las escleras.
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Andlisis Radiografico

Se analizaron los estudios de imagen, de cada uno de los pacientes, los cuales
consistieron en radiografias de craneo, columna vertebral completa, huesos largos,
hamero, radio, cubito, fémur, tibia y peroné, todos con proyecciones AP y lateral.
En la radiografia de craneo se observé la presencia de huesos wormianos solo en
una paciente de 7 afos de edad con Ol tipo IV y dos pacientes presentaron suturas

craneales amplias, uno con Ol tipo | y otro con tipo Il (ver figura 22).

Figura 22. Radiografia de craneo, A: Proyeccion lateral del paciente CNL, donde se aprecia la presencia de multiples huesos

wormianos (rectangulo). B: Rx AP de craneo del paciente TREM donde se observa la sutura metdpica abierta atin a los 3
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anos de edad (flecha). C y D: Rx de craneo AP y lateral del paciente CGKD donde se observa la sutura metopica abierta,
disminucion de la densidad 6sea y cortical adelgazada.

Dentro de las caracteristicas observadas en columna vertebral, 8 pacientes
presentaron escoliosis, de grado variable (ver tabla 11). En los pacientes
clasificados con el tipo lll, la escoliosis fue grave en severidad, ocasionando
deformidad en la caja toracica y como consecuencia un patron respiratorio
restrictivo, ademas se observo fusion cervical de C6-C7 en otro paciente y

disminucién del espacio intervertebral y cuerpos vertebrales en forma trapezoidal

en un paciente diferente (Ver figura 23 y 24).

Figura 23. Radiografia de craneo, A: Proyeccion lateral de vértebras cervicales donde se observa la fusién de los cuerpos

vertebrales a nivel de cervical de C6-C7. B y C: se observa disminucion del espacio intervertebral y los cuerpos con forma
trapezoidal.
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Figura 24. Radiografia de columna vertebral AP donde se observa diversos grados de escoliosis. A: paciente con Ol tipo |, B:

Paciente con Ol tipo Ill, paciente con Ol tipo IV.
En las radiografias de huesos largos, el 100% presentaron presenté fracturas por

compresioén, de predominio en las extremidades inferiores (Ver figura 25).

La Osteopenia generalizada es un rasgo que se observo en todos los pacientes en

grado variable, principalmente en extremidades inferiores.

Figura 25. A y B: Eje mecanico bi-podalico donde se observan las fracturas por compresién, también denominadas lineas de

zebra (rectangulos).
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Todos los pacientes con el tipo Ill presentaron graves deformidades, principalmente
de huesos largos. En dos se observo deformidad toracica de grado importante que
causaron alteraciones respiratorias y requirieron uso de apoyo ventilatorio, ademas

muchas de las fracturas consolidaron con formacion de callo éseo (Ver figura 26).

Figura 26. Se observan diversos grados de deformidad en pacientes con clase tipo Ill.

En los pacientes con Ol tipo IV, se observé menor grado de deformidad respecto a

los pacientes con el tipo Il (ver figura 27).

Fig. 27. Se observan deformidades en extremidades inferiores, en pacientes con diagndstico de Ol tipo IV (flechas).
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Analisis de los resultados de estudio molecular

Se realizé secuenciacion directa de 17 muestras de ADN que se obtuvieron del
banco del laboratorio de genética, las cuales no corresponden a los pacientes
analizados clinicamente, de los exones 8, 11, 15, 33/34, 37 y 44 del gen COL1A1l.
De las muestras analizadas, seis correspondian a mujeres, siete a varones y tres a
recién nacidos de los cuales se desconoce el sexo. Cinco provenian del Instituto
Nacional de Pediatria, dos del Hospital Central Sur de Alta Especialidad PEMEX,
dos del Instituto Nacional de Perinatologia, uno del Hospital Infantil de México y
siete del Instituto Nacional de Rehabilitacion.

Se encontraron un total de 21 posibles variantes en los exones analizados de la
poblacion en estudio (ver tabla 11), cinco correspondieron a inserciones (24%),
cinco de sentido equivocado (24%), seis variantes sinénimas (28.5%), tres fueron
deleciones sinonimas (14%), y dos intronicas (9.5%). La mayoria de las variantes
se encontraron en el exon 15 (ver figura 29). De las posibles variantes encontradas
en el exén 15, la variante ¢.1107T>C, (p.G329G) se repitié en cuatro pacientes,
ninguno de los pacientes tiene algun parentesco (ver figura 30). En el exdn 33/34 la
variante ¢.2417delT, (p.G767Afs*341) se repitid en tres pacientes, todos ellos no

relacionados.

EXON

ES W1l m15 m33/34 m37 m44

Figura 29. Distribucion de las variantes por exén
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Tabla 11. Variantes encontradas en la secuencia del gen COL1ALl en la serie de pacientes con Osteogénesis Imperfecta y resultado del analisis
in silico usando las bases de datos Mutation Taster, Poly-Phen2 y SIFT.

Paciente | Exon g. DNA c. DNA Proteina Tipo de HGMD EXAC Analisis in silico | Dominio de
variante la proteina
GTRN 8 g.8666_8667insC €.736_737insC p.G206Gfs*1 Insercién No No Benigna Triple hélice
L reportada | reportada
Sinénima,
codoén de
paro.
GSS Intrén | g.9631G>C; c.804+1G>C IVS11+1G>C Mutacién No No MT: Pb Intrén
11 puntual reportada | reportada | Causante de
enfermedad, ,
cambios en el
sitio de corte y
empalme,
probabilidad 1
Intron | g.9646_9647insC c.804+16insC IVS11+16insC Insercion No No MT: Intréon
11 reportada | reportada | Polimorfismo
MLR 11 g.9577G>C c.751G>C p.G251R Sentido No No S: 0, dafino Triple hélice
equivocado | reportada | reportada

MT: afecta las
caracteristicas
de la proteina,
afecta el sitio de
corte y empalme
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P: 1.0,
probablemente
dafiina

FGI 15 g.10470 T>C c.1107T>C p.G329G Mutacién No No Benigna Triple hélice
puntual, reportada | reportada
sinénima
GMI 15 g.10470 T>C c.1107T>C p.G329G Mutacién No No Benigna Triple hélice
puntual, reportada | reportada
sinénima
ATG 15 g.10445C>A c.1081C>A p.A321D Sentido No No MT: Cambio en | Triple hélice
equivocado | reportada | reportada | la secuencia del
aminoacido,
cambio en la
estructura de la
proteina,
cambio en el
sitio de corte y
empalme
S: tolerable,
0.12
P: 0.99
probablemente
dafina
SNGE 15 g.10470 T>C c.1107T>C p.G329G Mutacién No No Benigna Triple hélice
puntual, reportada | reportada
sinénima
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RRJU

15

g.10445_10446insG

¢.1081_1082insG

p. R322Sfs*4

Insercion

No
reportada

No
reportada

MT: Patogénica,
decaimiento del
RNAmM, cambio
en la secuencia
de aminoacidos,
cambios en las
caracteristicas
de la proteina,
cambios en el
sitio de corte y
empalme

Triple hélice

RLM

15

9.10470 T>C

c.11077>C

p.G329G

Mutacioén
puntual,
sindnima

No
reportada

No
reportada

Benigna

Triple hélice

RN/SF

33/34

g.15798G>A

c.2437G>A

p.G773D

Sentido
equivocado

No
reportada

No
reportada

MT: Dadina,
Cambios en

caracteristicas
de la proteina

P:Pb Danina
0.99

S: Daiina 0

Triple hélice

MLR

33/34

g.15777C>T

c.2417delT

p.G767Afs*341

Delecién

No
reportada

No
reportada

MT: Patogénica

Decaimiento de
RNAmM.

Triple hélice

VGL

33/34

g.15777C>T

c.2417delT

p.G767Afs*341

Deleciéon

No
reportada

No
reportada

MT: Patogénica

Triple hélice
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Decaimiento de
RNAmM.

GTRN 33/34 | g A5777C>T c.2417delT p.G767Afs*341 | Delecion No No MT: Patogénica, | Triple hélice
reportada | reportada | decaimiento de
RNAmM.
RN-SF 37 g.15734_15735insT | ¢.2574_2575insC p. A819Cfs*2 Insercién No No MT: Patogénica | Triple hélice
reportada | reportada .
Decaimiento de
RNAmM, cambio
en el marco de
lectura
g.15741_15742insT | ¢.2580 2581insT p.G821Vfs*6 Insercion No No MT: Patogénica, | Triple hélice
reportada | reportada | decaimiento de
RNAmM, cambio
en el marco de
lectura
g.15781C>A €.2620C>A p.A834D Sentido No No P: Benigna Triple hélice
equivocado | reportada | reportada | 0.130
S: Benigna 0.56
MT: Patogénica
GMI 44 g.18008_18009insT | ¢.3224 3225insT p.R1036Sfs*3 Inserciéon No No MT: Patogénica, | Triple hélice
reportada | reportada | decaimiento de
RNAm.
GMI 44 g.18094_18095insA | ¢.3310_3311insA p.D1065* Insercién No No MT causante de
reportada | reportada | enfermedad

Decaimiento de
RNAmM
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LBC 44 g.18015G>C c.3231G>C p.E1038E Sinénima No Benigna Triple hélice
reportado
g.18016A>C c.3232A>C p.E1038A Sentido No No S: Tolerable Triple hélice
equivocado | reportada | reportada | 0.12.

MT:
Polimorfismo.
Tolerable.
P: 0.98 Pb
dafina

MT: Mutation Taster, P: Poly-Phen 2, S: SIFT, Pb: probable, HGMD: Human Gene Mutation Database, Exac:exac.broadinstitute
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Figura 30. Electroferograma de la secuencia del exén 15 de COL1AL1 del paciente SNGE, donde se observa una mutacién de

/}; I1—. AR A

VA 5

sentido equivocado en estado heterocigoto, c.1107T>C, que se repite en otros 4 pacientes. Una flecha ayudaria

Ninguna de las posibles variantes observadas ha sido reportada previamente en el
Human Gene Mutation Database y EXAC, todas recaen en el dominio de triple hélice

de la proteina (ver figura 31).

v v vV Y v
N C
1 22 161 178 1192 1218 1464
- Péptido senal . Ny C telopéptido D C- terminal
propéptido
m N-terminal = Dominiotriple
propéptido hélice

Figura 31. Representacion de las posibles variantes encontradas en este estudio (cabezas de flecha negras) en los diferentes
dominios de la proteina COL1A1. Se encontraron 38 variantes, ninguna descrita previamente, todas éstas caen en el dominio

de triple hélice. Los numeros indican la posicion de cada aminoacido dentro de la proteina.

A fin de determinar si las nuevas variantes pueden tener un efecto deletéreo en la
funcién de la proteina, se realizd un analisis in silico usando un predictor
bioinformatico, Mutation Taster, ademas se ejecutdé una observacion de las

variantes encontradas en otros dos predictores bioinformaticos, Poly-Phen 2 y SIFT.
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Cada una de las herramientas utilizadas arroja la probabilidad de que los cambios

puedan ser neutrales o deletéreos para la funcién de la proteina (ver tabla 11).
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Discusion

La Osteogénesis Imperfecta es una enfermedad relativamente frecuente, se calcula
que afecta a uno de cada 15,000 a 20,000 RNV. En un 90% de los casos se observa
un patrén de herencia autosémico dominante. En la mayor parte de los afectados
(90-95%) se logran identificar mutaciones en los genes COL1Al1 y COL1A2, sin
embargo, también se ha observado un patron de herencia autosémico recesivo,
causado por mutaciones homocigotas en diversos genes que se han descubierto
recientemente como CRTAP, LEPRE1, PPIB, SERPINH1, SERPINF1, FKBP10,
PLOD2, SP7.

Los productos génicos de COL1A1y COL1A2 forman la colagena tipo 1, la cual esta
presente en diversas estructuras del cuerpo humano, tales como dermis, hueso,
tenddn, dentina y cornea, por lo que las manifestaciones clinicas son principalmente
a estos niveles.

El gen reportado con mayor numero de variantes en pacientes con Ol es COL1A1,
las cuales pueden ocurrir a lo largo de todo el gen, sin hacerse referencia a puntos
calientes. Sin embargo, se puede observar que los exones 37, 44, 11, 8, 15y 33/34
se encuentran dentro de los mas afectados, siendo la mayoria variantes de un solo
nucledtido (SNV), ya sea de sentido equivocado, sin sentido y sinébnimas.

En este estudio se analizaron 20 pacientes con caracteristicas clinicas y
radiolégicas de Osteogénesis Imperfecta, con un rango de edad entre 3 y 19 afos,
siendo la mayoria varones (70%).

Se clasifico a los pacientes segun Sillence en los tipos | al IV. La mayor parte de los
pacientes pertenecian al tipo |, 11 pacientes (55%), del tipo IV se observaron seis
pacientes (30%) y del tipo Il tres pacientes (15%).

De acuerdo a la historia clinica y al arbol genealégico realizado, un 30% mostraron
un patrén de herencia autosémico dominante, con transmision vertical, afectando a
hombres y mujeres por igual, mostrando expresividad variable intrafamiliar. La
literatura reporta que aproximadamente 60% de los casos con el tipo | se presentan
como casos unicos sin antecedentes familiares de la enfermedad por lo que no es

posible establecer con certeza un patron de herencia. Sin embargo para los tipos II,
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lll'y IV cerca del 100% son casos unicos, es decir de presentacion esporadica. En
esta serie de pacientes se observo presentacion esporadica en el 70% de los
individuos estudiados, lo cual sigue lo previamente reportado.

Respecto de los pacientes con Ol tipo |, el 100% presenté fracturas y se observé un
rango de 2 hasta 11 fracturas a lo largo de su vida. La frecuencia clinica de las
fracturas segun lo reportado en la literatura es del 90-95% siendo desde unas pocas
hasta mas de 100 a lo largo de la vida, sin embargo estas consolidan sin presencia
de deformidad.

Ninguno de los pacientes con tipo | presenté talla baja, lo cual es esperado. Se han
descrito algunos pacientes con talla baja, pero que no cumplen los criterios para
deficiencia de crecimiento, aunque se sabe tendran talla mas baja respecto a los
miembros de su familia. Todos los pacientes refieren ser independientes y
autosuficientes.

El 81% presentd alguna coloracion azul-grisacea en las escleras, se conoce que la
penetrancia para la coloracion azul de las escleras es cerca del 100%, puede ser
un fendmeno considerado normal en menores de un afio, no se asocia a ninguna
patologia ocular y la etiologia aun es incierta.

La hiperlaxitud articular se observo en el 36%, lo cual es una caracteristica comun
que se presenta hasta en el 50% de los pacientes con Ol tipo |. Se sabe que la
hiperlaxitud aumenta el riesgo de degeneracién articular y puede ser un factor
predisponente para el desarrollo de escoliosis y dolor en columna vertebral.

La presencia de escoliosis se observé en un 27%, segun lo descrito en estos
pacientes la escoliosis se refiere idiopatica. Un 9% presentdé hematomas al
momento de la exploracion fisica, lo cual es un hallazgo frecuente en este tipo de
Ol. En la exploracion de cabeza se encontré facie triangular en un 18% y un 27%
con abombamiento frontal.

En un 27% se corroboré hipoacusia, lo cual se reporta como un hallazgo frecuente
en la literatura. La hipoacusia es inicialmente conductiva debido a fracturas en los
huesecillos del oido medio, y evoluciona a neurosensorial, segun lo descrito en la

literatura se presenta en el 50% de los casos a la edad de los 40 afios. Cabe sefialar
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la presencia de un paciente con microcefalia, signo clinico no reportado
previamente.

Para los pacientes del tipo Ill, se observé un rango total de numero de fracturas de
9 hasta 33. Se ha reportado la presencia de hasta 200 fracturas a lo largo de la vida
y deformidad ésea progresiva aun en ausencia de fracturas.

La deformidad 6sea puede alcanzar angulos de hasta 70-90° en los huesos largos.
Los factores que influyen en esta angulacion son la fuerza mecanica ejercida por el
musculo y tenddn asi como fracturas previas con formacién de callo 6seo, lo cual
se observo en estos pacientes. Uno de los pacientes presentd fracturas de forma
prenatal. Este hallazgo no es usual ya que la literatura reporta que el inicio de las
fracturas en la mayoria se da en el periodo neonatal.

Un 66% de los afectados en este grupo requiere apoyo para la marcha. Segun lo
reportado, la mayoria de los individuos afectados requieren asistencia para la
marcha con uso de silla de ruedas. La fragilidad ésea y la marcada deformidad los
lleva a requerir mayor asistencia para las actividades de la vida diaria.

El 66% de los pacientes estudiados presentaron talla baja. Este tipo de Ol se
caracteriza por disminucidon en la velocidad de crecimiento. Los pacientes nacen
con peso Y talla de acuerdo a su edad gestacional, que disminuye conforme crecen
debido a deformidad en extremidades superiores e inferiores. En los adultos la talla
baja esta en el 100%, algunos incluso con talla menor a los 100 cm.

El 100% de los afectados presentd escleras azul-grisaceas. En estos pacientes
también se ha reportado una coloracién blanca de las escleras, lo cual no se
observo en el presente estudio. Un 33% presento dentinogénesis imperfecta, siendo
reportada como una caracteristica variable.

La hipoacusia se observo en un 33%, la cual es comun en este tipo de Ol siendo
mas frecuente en adultos y usualmente progresiva. En un 66% se presentd
escoliosis, la literatura describe que se presenta una cifoescoliosis progresiva de
inicio en la infancia., La cifoescoliosis contribuye a la enfermedad pulmonar
restrictiva, lo que incrementa el riesgo de desarrollar neumonias de repeticién que

pueden desencadenar core pulmonar.
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Los pacientes catalogados como tipo IV presentaron un fenotipo muy variable. El
grado de deformidad fue menos severa respecto al tipo lll. Para distinguir la forma
leve del tipo Il de Ol y el tipo IV se hace referencia a la independencia ambulatoria,
la cual es mas caracteristica del tipo IV y en este estudio se observd en un 83%.
En estos pacientes se presenté un numero total de fracturas de hasta 55 a lo largo
de su vida. Se sabe el numero disminuye después de la pubertad e incrementan
posterior a la menopausia, sin embargo es muy variable. EI 100% presento
coloracién gris-azul en las escleras, aunque de forma clasica se describe este tipo
con escleras blancas. Hasta en el 10% de los casos se puede presentar una
coloracion azul-grisaceo.

El 33% presento talla baja, se reporta que la talla final se encuentra por debajo del
percentil 5. La hiperlaxitud articular se reporta como un rasgo variable, estando
presente en el 33% de los pacientes. La hipoacusia en la literatura se reporta hasta
en 42% de los pacientes, en este estudio no se observo en ningun paciente. La
dentinogénesis imperfecta se reporta como una caracteristica variable, en este
grupo de pacientes se presento6 en el 66%.

El analisis radiolégico corroboré diversas caracteristicas reportadas en la literatura
como frecuentes para Ol, tales como la disminucién de la densidad mineral 6sea y
el adelgazamiento de la cortical generalizado, estas dos caracteristicas estuvieron
presentes en el 100% de los pacientes estudiados lo cual concuerda con lo
reportado.

Como lo esperado en pacientes con el tipo |, no se observaron fracturas en costillas.
Los pacientes presentaban adecuado remodelamiento 6seo sin fracturas
congénitas u osteopenia. En un paciente se observo fusion cervical a nivel de C6-
C7. Esto puede ser una caracteristica adicional del paciente, ya que dentro de las
caracteristicas radioldgicas no se ha reportado.

Dentro de las caracteristicas radiolégicas en los pacientes con Ol tipo I, la
deformidad en los huesos tubulares, la osteopenia generalizada y multiples
fracturas con formacién de callo 6seo se encontraron en el 100%. Ademas, se

corrobord la escoliosis con compresion de cuerpos vertebrales y deformidad
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secundaria de la caja toracica en el 66%. Debido al retardo en la osificacién se
observaron suturas craneales amplias en un 33% de los pacientes.

En los pacientes con Ol tipo IV, en uno se observd la presencia de huesos
wormianos, signo radiolégico que puede estar presente también en la Ol tipo | y III.
Ademas, en la literatura se reporta angulacion progresiva de los huesos largos en
algunos pacientes dato que no puede ser valorado en estos pacientes ya que no se
les dio un seguimiento a través del tiempo de evolucién.

En los tipos I, lll y IV se reporta la presencia de fracturas por compresion,
principalmente en huesos largos hasta en el 100% de los pacientes, dato también

presente en todos los pacientes estudiados.

De las muestras obtenidas del banco de DNA del laboratorio, se analizaron las
secuencias de los exones 8, 11, 15, 33/34, 37 y 44 del gen COL1A1, incluyendo las
respectivas uniones exon/intron. Se encontraron 21 posibles variantes en la
secuencia de ADN gendmico, de los cuales la mayoria corresponden a variantes de
un solo nucledtido (52%), lo cual concuerda con lo reportado en las bases de datos
de Osteogenesis Imperfecta, que resultan en cambios de sentido equivocado, sin
sentido y sinbnimas.

Ninguna de estas variantes se ha reportado previamente en las bases Human Gene
Mutation Database y EXAC. Se realiz6é un analisis in silico usando tres predictores
bioinformaticos (Mutation Taster, Poly-Phen2 y SIFT) para conocer el posible efecto
de las variantes en la funcion de la proteina. Los resultados indican que 13 (62%)
son potencialmente dafinos y probablemente causantes de enfermedad, ocho
variantes (38%%) son reportadas como benignas, es decir que no parecen afectar
la funcion de la proteina. Es importante mencionar que todas estas variantes deben
ser confirmadas con nuevos productos de PCR y secuenciando las dos cadenas
(sentido y antisentido). En caso de confirmarse, se deben buscar en 100
cromosomas de individuos clinicamente sanos de la poblacién en general para
descartar que se trate de polimorfismo de un solo nucleétido (SNP). Posteriormente
los estudios funcionales ya sea en cultivo celular o modelos animales indicaran si

existe una alteracion a nivel proteico que pueda ser causante de enfermedad.
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En México se estima que hay mas de 5,000 personas afectadas con Ol, respecto a
esto no hay alguna bibliografia que reporte las caracteristicas clinicas, radiolégicas
y moleculares en pacientes mexicanos.

En resumen, este estudio presenta el analisis clinico, radiolégico y molecular de un
grupo de pacientes con datos clinicos y radiolégicos de Osteogénesis Imperfecta.
La frecuencia de los diferentes tipos de la clasificacion de Sillence, se presentd de
acuerdo a lo reportado en la literatura. El tipo | fue el mas frecuente, seguido del IV
y finalmente el Ill. Asi mismo se corroboraron las caracteristicas clinicas mas
frecuentes dentro de los tres tipos observados. No se encontrd ningun paciente con
el tipo I, probablemente debido a su alta mortalidad en el primer mes de vida y a
que en el Instituto Nacional de Rehabilitacion no se revisan neonatos. El gen
COL1AL1 cuenta con 52 exones por lo que en este estudio se trataron de explorar
los exones con mayor frecuencia de mutaciones, segun las bases de datos de esta
entidad. Se encontraron 21 posibles variantes en la secuencia de COL1Al en 12
individuos estudiados (70%). De estas variables ninguna ha sido reportada
previamente. Para conocer su relevancia clinica se realizd un analisis
bioinformatico, el cual sugiri6 en unos 57% variantes potencialmente dafinas. Es
necesario que estas variantes sean confirmadas con un nuevo producto de PCR.
En caso de confirmarse se deben buscar en por lo menos 100 cromosomas de
individuos sin datos clinicos de la enfermedad, para descartar que se traten de
polimorfismos presentes en la poblacién mexicana y puedan considerarse como

variantes causantes de enfermedad.
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