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RESUMEN

La talla baja es un concepto para el cual se han descrito tanto variantes normales
como variantes patogénicas. Una de las variantes que hace parte de la
clasificacion de variantes normales es la Talla baja idiopatica (ISS), debido a que
estos pacientes no cursan con ninguna anormalidad fenotipica y sus niveles de
GH son normales. Mutaciones en el SHOX, generan un amplio espectro de
fenotipos cuando hay haploinsuficiencia del gen, desde la discondrosteosis de Leri
Weill (LWD), el Sindrome de Turner y la talla baja desproporcionada (DSS), sin
embargo, también se ha encontrado mutado en una alta frecuencia en pacientes
con ISS (cerca del 3 al 15% de la poblacién de ISS). En este estudio se empleo la
técnica MLPA para determinar la frecuencia de mutaciones en el gen shox y sus
CNE en pacientes colombianos con ISS, encontrando una frecuencia del 9,6%
entre deleciones e inserciones, reportando un caso aislado de una duplicacién en
el CNE 9 en un paciente con fenotipo de talla baja idiopatica y una delecién no

referenciada en el intron 6b en otro paciente con ISS

Palabras clave: Gen Shox, Talla baja Idiopatica, MLPA
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ABSTRACT

Short stature is a concept for which variants have been described both normal
and pathogenic variants; a variant that is part of the classification of normal
variants is idiopathic short stature (ISS), because these patients do not present
with any phenotypic abnormalities and GH levels are normal. Shox mutations
generate a wide spectrum of phenotypes when there is haploinsufficiency of the
gene, since Leri Welill dischondrosteosis (LWD), Turner Syndrome and
disproportionate short stature (DSS), however, has been found a high frequency of
mutations in patients with ISS (about 3 to 15% of population of ISS). In this study,
the MLPA technique was employed to determinate the frequency of mutations in
the Shox gene and CNE in colombian patients with ISS and found a frequency of
9.6% between deletions and insertions, reporting a single case of aduplication in
the CNE 9 in a patient with phenotype of ISS and one unreferenced deletion in the

intron 6b in another patient with ISS.

Key Words: Shox Gene, Idiopatic Short Stature, MLPA
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INTRODUCCION

El crecimiento longitudinal es un proceso complejo determinado por factores
genéticos, modulado por factores permisivos, fundamentalmente la nutricion, v,
regulado por hormonas y factores de crecimiento’. El crecimiento anormal
resultante en talla baja es una patologia de frecuente consulta y remision a los

servicios de pediatria y endocrinologia pediatrica®.

Esta talla baja est4 definida como la altura del cuerpo por debajo del 3er percentil
para edad cronoldgica o menor a dos desviaciones (2SD) de los estandares de la
poblacién. Afecta aproximadamente al 2% de los nifios de todo el mundo y es un

desorden de relevancia clinica durante la nifiez>.

Diferentes estudios de asociacion de genoma completo han determinado variantes
gue afectan la susceptibilidad y han identificado polimorfismos que influyen en la
talla, sin embargo estas solo dan explicaciéon a una baja proporcién de la varianza
fenotipica en la poblacion normal, contando para un poco mas del 5% de la talla
en la poblacién®

Uno de los mayores contribuyentes genéticos en el crecimiento es el gen SHOX
(Short Stature Homeobox-Containing Gene On Chromosome X). Se ha reportado
que mutaciones que conducen a haploinsuficiencia del gen, generan fenotipos
como la discondrosteosis de Leri-Weill (LWD) con una frecuencia mutacional del
30 — 70%>, Ellison y col. identificaron el gen SHOX, como el gen responsable de la
talla baja en el sindrome de Turner®. Finalmente, mutaciones homocigotas
producen la displasia mesomélica de Langer con una frecuencia mutacional del
67%’.



Con relacién a la enfermedad de origen multifactorial de talla baja idiopatica (ISS),
se ha observado una frecuencia mutacional en regiones intragénicas del gen
SHOX entre el 3 al 15%°, de igual forma se ha descrito recientemente que
pacientes diagnosticados con ISS con region intragénica intacta de SHOX,
presentan deleciones en regiones conservadas corriente abajo del gen, en una

frecuencia del 22%*.

Debido a la inexistente evidencia en poblacion colombiana relacionada con el
comportamiento molecular de este gen y a causa de que solo existe evidencia de
alteraciones de SHOX en pacientes latinoamericanos provenientes de Brasil, en
este estudio se realizé un analisis de MLPA en un grupo de pacientes colombianos
con diagnostico de ISS, de modo que se pudiera establecer cual es el
comportamiento de dicho gen en nuestra poblacion con relacibn a esta

enfermedad.
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2. PROBLEMA

La condicion de talla baja se considera como un factor limitante para las personas
que la padecen. El desconocimiento de las causas que generan este fenotipo en
determinados pacientes, especialmente nifios, originan preocupacion a los padres
y es una de las causas mas frecuentes de remision a pediatria y endocrinologia

pediatrica.

Se ha reportado que del 2-8% de los nifios y nifias en la poblacion mundial
presentan talla baja, y de ellos el 80% no tiene historia de Restriccion del
Crecimiento Intra Uterino, pequefios para la edad gestacional u otras patologias,

haciendo parte del grupo de pacientes con talla baja idiopatica (ISS).

Se ha determinado por medio de estudios de Asociacibn de Genoma Completo
(GWA) y Estudios de Ligamiento, alrededor de 60 variantes génicas que influyen
en la talla, pero ellas en su conjunto solo explican cerca del 5% del rasgo. Dentro
de estos factores genéticos con mayor peso sobre el crecimiento, se ha descrito al

gen SHOX, el cual puede explicar alrededor del 30% de la etiologia en ISS.

Varios reportes en la literatura mencionan la utilidad clinica del diagnostico
molecular especifico en ISS, de modo que pacientes con esta condicion
confirmada genéticamente, primero, podrian tener mejores resultados ante la el
uso de Hormona de Crecimiento y por otro lado, se podria establecer un riesgo de

recurrencia para la familia como para el probando con relacion a su descendencia
Este gen ha sido escasamente evaluado en poblacion latinoamericana y no hay

reportes sobre el estado, la frecuencia y contribucion en el rasgo de tallay ISS en

poblacién colombiana.
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3. JUSTIFICACION

Wit J. y cols. & al evaluar las consecuencias psicosociales en nifios con talla baja,
determinaron que un 15-70% de los pacientes presentan mas susceptibilidad a la
poca aceptacidbn en grupos sociales y son mas propensos a ser victimas de
abusos por parte de otros nifios y en la adultez, refiriendo una disminucién en las
competencias laborales, dificultad para conseguir pareja, ademas la limitacién en

la realizacion de actividades laborales.

El manejo de este tipo de pacientes se ve limitado a tratamiento con hormona de
crecimiento, sin embargo es indispensable conocer las causas de este fenotipo
antes de emplear algun tratamiento, teniendo en cuenta que los pacientes con
talla baja idiopatica no presentan o esporadicamente presentan deficiencias de

hormona de crecimiento® °.

Avances en el diagnéstico molecular han determinado que un 3-15% de los
pacientes con talla baja idiopatica presentan anomalias en el gen SHOX >,
convirtiendo a este gen en un fuerte candidato al momento de establecer el origen

de la baja talla.

Estos estudios han sido realizados en pacientes europeos y norteamericanos y
solo el estudio de Jorge et al 2 ha abordado el tema, pero parcialmente en
poblacion latinoamericana, reportando una frecuencia de mutaciones en el gen
SHOX del 3.2% en un total de 63 pacientes con ISS.

Es necesario llenar algunos vacios relacionados a la etiologia genética de la talla

baja idiopética. Este estudio pretende caracterizar molecularmente al gen SHOX vy

sus regiones reguladoras en pacientes colombianos con talla baja idiopatica.
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4. MARCO TEORICO

4.1 Introduccion

La altura humana es un clasico ejemplo de rasgo heredado poligénico,
influenciado por diversos factores. Estudios familiares y de gemelos han
demostrado que es una caracteristica altamente heredable. Mcgregor y col. ** en
una cohorte de 1673 pares de gemelos, determinaron que la estatura presenta
una heredabilidad del 91,1%, concordante con otros estudios que sugieren un
rango de heredabilidad del 80-90%'* 3.

Los patrones del crecimiento para ganar talla varian desde la infancia temprana y
son controlados por diferentes mecanismos™. La talla se ve influenciada por
factores ambientales durante la vida fetal, nifiez y adolescencia?, observando una
ganancia importante de altura durante el primer afio de vida, seguido por un

periodo de crecimiento lento, con un incremento en la pubertad™.

Ademas del componente ambiental, los factores genéticos, han venido ganando
protagonismo en la caracterizacion del rasgo de talla. Diferentes estudios de
asociacion y ligamiento han intentado determinar los loci asociados con este

rasgo. Geller y col. ®

reportaron en un GWA en 2003, que las regiones del
cromosoma 6, 9 y 12 estaban asociadas con la talla y eran fundamentales para el
estudio de genes candidatos; estudios posteriores vincularon las regiones de

9022, Xp22 y Xq24*".

Algunos genes candidatos han sido descritos en el desarrollo del rasgo del
crecimiento pondo estatural. Sovio y col** en un estudio de asociacién genoma
completo identificaron 12 variantes (SNP) en o cerca a los genes HHIP, DLEU7,
UQCC, SF3B4/SV2A, LCORL, HIST1H1D, SOCS2, SF3B4/SV2A, C170RF67,
CABLES1, y DOT1 relacionados con talla, sin embargo estas regiones

cromosdémicas Yy genes candidatos otorgaban un pequefio efecto
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(aproximadamente 0.2 - 0.6 cm/alelo) y explicaban solo el 5% de la variacién en la

poblacion®.

Uno de los genes con peso moderado en la etiologia de la talla es el gen SHOX
(Short stature Homeobox containing gene), ya que alteraciones en el mismo
podrian explicar entre 30 a 50 cms de variacién entre individuos con la variante
alélica’. Este gen ha sido claramente involucrado en varias patologias
monogenicas, pero su contribucion en el rasgo multifactorial de la talla y en
especial en el de la talla baja, es reciente, por lo que se hace indispensable su

estudio y caracterizacion.

4.2 Fisiologia del crecimiento

El crecimiento longitudinal es un proceso complejo determinado por factores
genéticos, modulado por factores permisivos, fundamentalmente la nutricion, v,
regulado por hormonas y factores de crecimiento; estos Ultimos actdan a nivel
local por un mecanismo autocrino-paracrino siendo los mas conocidos los IGF-I y
I, el factor de crecimiento de los fibroblastos (FGF), el derivado de las plaquetas
(PDGF), el transformador B (TGF-B) y las proteinas morfogenas del hueso (BMP).
Ademas, esta regulado por diversas hormonas, principalmente la GH, el IGF-I, las

hormonas tiroideas, los esteroides sexuales y la insulina®.

En el proceso del crecimiento humano se distinguen dos etapas, la etapa prenatal
y la etapa postnatal, el mayor crecimiento humano es dado en la etapa prenatal en
este periodo, sin embargo los factores genéticos ejercen escasa influencia sobre
el crecimiento fetal, con excepcién de las mutaciones transmitidas o nuevas que
afectan al crecimiento del esqueleto, como la acondroplasia, o que afectan a los
factores hormonales claves, como la insulina, los IGF-1y Il y otros factores locales

del crecimiento 118 19,
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Por el contrario, el crecimiento postnatal esta regulado principalmente por el eje
GH-IGF-I en combinacion con otras hormonas, las tiroideas y los esteroides

sexuales’. Durante el crecimiento postnatal se diferencian tres fases:

Crecimiento en la lactancia: puede considerarse como un periodo durante el
cual el ritmo de crecimiento cambia réapidamente. La velocidad de crecimiento
durante el primer afio de vida declina desde 20 cm/afio en los primeros meses
hasta 10 a 12 cm/afio al cabo de 1 afio de edad?. La influencia genética parental
sobre el crecimiento del lactante se refleja en el cambio de los canales de
crecimiento, lo que acontece en alrededor de dos tercios de lactantes normales
durante los primeros 6 a 18 meses de vida, con numeros iguales girando hacia

arriba y hacia abajo?

Crecimiento en la infancia: la velocidad promedio de crecimiento en esta etapa
es de 10 a 13 cm/afo. A partir de los tres afios hasta la pubertad, el crecimiento se
estabiliza en 5 a 6 cm/afo, si bien puede producirse un pequerio retraso de hasta

2 cm/afio por un tiempo antes del brote de crecimiento de la adolescencia®.

Crecimiento en la adolescencia: corresponde al brote puberal con un periodo de
maximo crecimiento, de 8 a 12 cm al afio dependiendo del sexo, posteriormente
se produce la desaceleracion hasta el cese del crecimiento. El crecimiento se
completa cuando, bajo la influencia del estrogeno, bien sea secretado por el ovario
o convertido por aromatizacion de la testosterona en los hombres, se produce la
fusibn de las epifisis. Ademas de las hormonas sexuales, se observan
incrementos considerables de la insulina, la HC y el FCI-l, que contribuyen al
crecimiento del adolescente, todo lo cual, junto a una funcion tiroidea normal, es

esencial para el brote de crecimiento de los adolescentes® #?* |

Como se menciono anteriormente la fisiologia del crecimiento humano comprende

el periodo dinamico, que se inicia con la segmentacion del cigoto y termina con la
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complecion de la adolescencia, caracterizada por el final del crecimiento de los

huesos largos.

El crecimiento longitudinal se constituye sobre la infraestructura esquelética o
también denominada complejidad del esqueleto en la cual existen tres tipos de
células con una particular distribucion espacial (Figura N° 1); los condrocitos
encontrados en la placa de crecimiento cartilaginosa proliferan, se hipertrofian y
mueren por medio de apoptosis, proceso que es seguido de una invasion vascular
que genera los progenitores de osteoblastos desde las células del collar oseo
hasta el centro del futuro hueso y posteriormente se forma la medula osea y los

osteoblastos favorecen la diferenciacién de los osteoclastos (Figura N° 2) % 23,

Chondrocyte
differentiation

> Growth
plate

Chondrocyte
hypertrophy

Vascular
invasion

Cell differentiation

Bone

Osteoblast and = matrix

osteoclast
differentiation =3

Bone marrow
cavity

Bones and cartilages

Figura N° 1: Esquema del proceso de diferenciacién celular osea®®
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Figura N° 2: esquema general del desarrollo de los huesos largos o crecimiento
longitudinal.

Procesos fisioldgicos y moleculares relacionados con el crecimiento
longitudinal

El desarrollo y la remodelacién 6sea son controladas tanto por reguladores
paracrinos locales como por hormonas que viajan a través del torrente sanguineo,
dentro de estos encontramos las proteinas morfogénicas éseas (BMPs), Wnts,
factores de crecimiento fibroblastico (FGFs), proteinas Hedgehog, factores de

crecimiento tipo insulina, retinoides y otros factores de transcripcion® 24 %26

Regulacion de la placa de crecimiento: la formacion del hueso empieza con la
formacién de grupos de células mesenquimales que se unen a través de
moléculas de adhesion, las cuales posteriormente se convierten en condrocitos, el
tipo celular primario del cartilago. Los condrocitos tienen forma caracteristica,
secretan colageno tipo I, agrecan proteoglicano y expresan un programa genético

caracteristico dirigido por SOX9 y otros factores de transcripcion (Tabla N° 1) 22,
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Tabla N° 1: factores de transcripcion que intervienen en el desarrollo de la placa

de crecimiento (datos tomados de Kronenberg H., 2003%)

Factor/Proteina

Descripcién

Ihh (indian hedgehog):

PTHrP (parathyroid hormone-

related protein)

FGFRs (Fibroblast growth factor

receptors)

SOX 9

Coordina la proliferacion y la diferenciacién de condrocitos

Es un miembro de la familia hedgehog de ligandos secretados,
se sintetiza en los condrocitos que se dirigen al pool
proliferativo y tempranamente en los condrocitos hipertréficos.
El Ihh se une a su receptor Patched-1 (Ptc-1) para activar a
Smo, una proteina de membrana requerida para la activacion
génica.

El Ihh también regula la sintesis de la proteina relacionada con

la paratohormona (PTHrP).

es una proteina sintetizada en la vida fetal por células del
pericondrio, actua manteniendo la proliferacion d elos

condrocitos en el pool proliferativo.

Dentro de los factores de crecimiento fibroblastico, los mas
conocidos por su sefializacion en la placa de crecimiento son:
FGFR 3 expresado en los condrocitos en proliferacion

FGFR 1 expresado en condrocitos hipertréficos,
prehipertroficos y pericondrio

FGFR 2 expresado en pericondrio, periostio y espongiosa
primaria

FGF 18 expresado en pericondrio.

Estudios con ratones knockout para FGF 18 sugieren que este
actua sobre FGFR 3 disminuyendo la proliferacién de
condrocitos, en FGFR 1 conduce a la retardo en la
diferenciacion terminal de los condrocitos hipertréficos y en

FGFR1y 2 disminuye el desarrollo de los osteoblastos.

Denominado el regulador central de la placa de crecimiento, es
esencial para convertir las células de condensaciones

mesenquimales en condrocitos y actda en todos los estadios de
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diferenciacion de los condrocitos, pero no se expresa en los
condrocitos en proliferacion. Estimula la transcripcion de
diferentes genes de la matriz cartilaginosa incluyendo Col2al,

Coll1a2 y aggrecan

BMPs Funcionan de forma antagonica al complejo |[hh y PTHrP, vy

participan en la regulacion del pool proliferativo.

Regulacion de los osteoblastos: la masa Osea en adultos es regulada
localmente por el balance entre la resorcion 6sea de los osteoclastos y la
formacién 6sea de los osteoblastos. Los osteoblastos derivados de mesénquima
reconstruyen el hueso reabsorbido elaborando matriz que posteriormente es

mineralizada, este proceso esta regulado principalmente por Runx2 y Sox9%*.

Estudios con ratones knockout para Runx2 (Runt-related transcription factor 2) han
demostrado retardo en la maduracion de los condrocitos, efecto que es
consistente con la expresion de Runx2 en la zona proliferativa, ademas ratones
heterocigotos tienen defectos en la osificacion intramembranosa. Sin embargo la
expresion transgénica de Runx2 en los condrocitos resulta en hipertrofia de los
condrocitos y osificacion endocondral, sugiriendo que este factor controla la
diferenciacion de los condrocitos hipertréficos y de los osteoblastos (Figura N°
324).

De igual forma se ha descrito que los factores de transcripcién Distal-less
homeobox 5 (DIx5) and msh homeobox homologue 2 (Msx2), que se expresan en
estadios tempranos de la diferenciacion de ostoblastos son esenciales para la

osificacién intramembranosa normal (Figura N° 3)%* %’
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Figura N° 3: via de diferenciacion celular a partir de progenitores mesenquimales,
diferenciacion de osteoblastos a partir de Msx2, DIx5/6 y Runx2 (tomado de
Harada y Rodan, 2003%%).

Osteoclastogénesis: los osteoclastos son macrofagos policariones tejido
especificos, crados por diferenciacion celular de células precursoras de
macréfagos/monocitos en o cerca de la superficie celular ésea. Se ha sugerido
que factores derivados del estroma son los que estimulan el proceso de
osteoclastogenesis, teniendo en cuenta la cercania del estroma con la medula

osea’®

Actualmente se conoce que este proceso es permitido por la produccion de dos
factores hematopoyéticos, TNF-related cytokine RANKL y CSF-1 (colony-
stimulating factor-1) y por la subsecuente activacion de RANK en la superficie de

las células precursoras hematopoyéticas?®
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Tanto RANKL como CSF-1 son requeridos para inducir la expresion de genes que
tipifican el linaje de los osteoclastos entre estos TRAP, CATK, el receptor de
calcitonina y la integrina b3, conduciendo al desarrollo de los osteoclastos
maduros. Mientras que RANK actua como regulador de la resorcion osea cuando

es activado por sus ligandos?® (Figura N° 4)

sRANKL transgene (cytokine)

- - SHIP (phosphatase)
me(v) (phosphatase) OPG (cytokine antagonist)

LT

Bone marrow Preosteoclast Activated
precusor osteoclast
OPG
CFU-5 CFU-GM
Faigo- MC5F F4/80 + RANKL
TRAP - TRAP
CTR - CTR-
Ba- Ba-
PUA op/CSF-1 mouse op rat ffs
(transcription -
facton P (tg;ffg:'t;_w::;zg fos (transcription factor) oc/Teirgl (ATPS)
(growth factor) p50/p52 Rel (transcription factor) src (tyrosine kinase)
gl OPG transgene (cytokine antagonist) CATK (collagenase)

TRAP (acid phosphatase)
o, B (integrin)

CIn7 (chloride channel)
TRAF6 (cytoplasmic factor)

RANK (cytokine receptor)
RANKL (cytokine)
mi/Mitf (transcription factor)

Figura N° 4: via de regulacion de la diferenciacién de los osteoclastos (tomado de
Boyle. Et al, 2003%)

4.3 Métodos antropomeétricos y patrones para la evaluacion del crecimiento
longitudinal.

La evaluacion del crecimiento fisico se realiza con técnicas antropométricas (peso,
talla, perimetro cefélico, entre otras), para las cuales es necesario elaborar
estandares nacionales en base al calculo de percentiles sobre las mismas

poblaciones con las que se trabaja®®

Se sabe actualmente que el potencial de crecimiento hasta los 5 afios de edad en

los distintos grupos étnicos es similar y que variaciones poblacionales de talla
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tienen que ver con situaciones de pobreza donde se mezclan carencias

alimentarias e infecciones severas y frecuentes?®.

La basqueda de un método util para determinar la manifestacion adecuada del
crecimiento ha llevado a establecer patrones de referencia, que se pueden
expresar tanto numérica como graficamente, y que en general proporcionan el
valor medio y £ 1, 2 o 3 desviaciones tipicas o bien el porcentaje de individuos

que se encuentran por debajo de un punto de corte arbitrario #° .

En 1993, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) llevé a cabo un examen
exhaustivo de las aplicaciones y la interpretacion de los patrones antropomeétricos.
Este examen lleg6 a la conclusion de que el patron de crecimiento del National
Center for Health Statistics y de la OMS (NCHS/OMS), que habia sido
recomendado para su uso internacional desde finales de los afos setenta, no
representaba adecuadamente el crecimiento en la primera infancia y se
necesitaban nuevas curvas de crecimiento. La Asamblea Mundial de la Salud
apoyo6 esta recomendacién en 1994. En consecuencia, la OMS llevd a cabo el
Estudio multicéntrico sobre el patrén de crecimiento (MGRS) entre 1997 y 2003, a
fin de generar nuevas curvas para evaluar el crecimiento y el desarrollo de los

nifios en todo el mundo * (Figura N° 5).
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Estudio multicéntrico de la OMS sobre el patron de crecimiento

Figura N° 5: Esquema de localizacién de la poblacién incluida en le estudio
multicentrico de la OMS (tomado de Duran, 2009)>".

El método utilizado para construir los patrones de la Organizaciéon Mundial de la
salud (OMS) se baso por lo general en la distribucion Box-Cox-power-exponential,
y los modelos definitivos seleccionados se simplificaron segun el modelo LMS. En
consecuencia, en el célculo de los percentiles y las puntuaciones z para estos
patrones se utilizan formulas basadas en el método LMS (L es indicador de

simetria, M es la mediana y S es coeficiente de variacion)® 3

, por lo tanto la OMS
sugiere la utilizacion de las graficas de crecimiento y desarrollo resultantes de este
modelo ya que incluyen parametros que permiten establecer el concepto de

crecimiento idéneo en el menor (ANEXO N° 1)*,

Especificamente para Colombia mediante la resolucion 2121 de 2010 se adoptan
los patrones de crecimiento publicados por la Organizacién Mundial de la Salud en

el 2006-2007, para los nifios, niflas y adolescentes de 0 a 18 afos de edad,
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incluyendo los métodos para toma de medidas antropométricas y las graficas para
evaluacion del crecimiento longitudinal (resolucion 2121 de 2011).

4.4 Talla baja

La talla baja es definida como la altura por debajo de 2 desviaciones estandar
(SD) o del tercer percentil, ajustado para edad, género y poblacién*, y se
establece mediante la utilizacion de graficas para evaluacion de los patrones de

crecimiento previamente estandarizadas para una poblacion.

Para evaluar correctamente a un paciente con talla baja se requiere una
anamnesis completa y un examen fisico adecuado. La anamnesis debe considerar
en primer lugar una curva de peso y talla con estaturas anteriores, informacion
clave para establecer la magnitud del problema. Igualmente se deben rescatar los

antecedentes perinatales® °.

Tambien se deben detallar habitos de vida del paciente, incluyendo caracteristicas
de la ingesta alimenticia, actividad deportiva, horas de descanso y uso de
medicamentos y drogas como alcohol, tabaco, marihuana o cocaina en nifios
mayores, y luego deben investigarse los antecedentes familiares: talla de padres,
hermanos y si es posible de abuelos. El dato anamnéstico sobre tallas familiares,
basado en impresiones subjetivas, no es muy confiable, por lo que es preferible la
medicion de la estatura de cada familiar directamente por el médico. Se deben
consignar ademas los patrones familiares de desarrollo puberal y los posibles

antecedentes sobre genopatias y enfermedades crénicas®*.

El pediatra de atencion primaria es el primer lugar a donde asisten los padres
cuando empiezan a percibir talla baja en sus hijos, la aplicacién de protocolos
(Figura N° 6) adecuados permite descartar las posibles causas de la talla del

menor y realizar un buen diagnostico®®. La Academia Americana de Pediatria
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recomienda que los nifios asistan al pediatra cuando estan recién nacidos, al mes,
alos 2,4,6,9, 12, 15, 18 meses y a los 2 afos. Luego una vez al afio hasta que

terminen su crecimiento y desarrollo®.

Historia clinica
Exploracion fisica
Estudio antropométrico

Y
Talla

>P30>-2 DE 2 DE/-3DE

Estudio completo Control en 6 meses

x|
I I

Laboratorio ¢ #
Rx mano izquierda
VC<4cm/afo |———— TSH, T4 libre - ‘ VC <4 cm/afio ‘ ‘ VC >4 cm/aio ‘

'

‘ Centro de referencia

Y

VC >4 cm/afio e Control anual

Figura N° 6: protocolo de valoracion y seguimiento al hipocrecimiento desde

atencion primaria®>.
Las causas de talla baja se clasifican en3*:

1. Variantes normales: talla baja familiar y retraso constitucional.

2. Trastornos primarios del crecimiento como displasias esqueléticas, trastornos

del desarrollo intrauterino y anormalidades cromosdmicas.

3. Alteraciones del crecimiento secundarias a nutricion inadecuada, enfermedades
cronicas (como sindrome de malabsorcion, insuficiencia renal, alteraciones
pulmonares o cardiacas), y enfermedades endocrinoldgicas (como hipotiroidismo,

alteraciones del eje somatotrafico, sindrome de Cushing, o raquitismo).
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En muchas clasificaciones diagnosticas de talla se han diferenciado tres grupos:
desordenes primarios del crecimiento (condiciones intrinsecas a la placa de
crecimiento), desordenes secundarios del crecimiento (condiciones que cambian
la fisiologia de la placa de crecimiento) y un ultimo grupo en el cual las causas son
desconocidas* *". Este (ltimo grupo se ha denominado talla baja idiopatica (ISS,

por sus siglas en ingles)
De igual forma la talla baja a sido clasificada de la siguiente manera>>:

Talla Baja no patoldgica
* Familiar.

» Constitucional.

Talla Baja patol6gica
* Proporcional
— Prenatal: retardo en el crecimiento intrauterino,
malformaciones genéticas.
— Posnatal: factores endogenos.
— Enfermedad orgénica (hormonal y no hormonal).
* Desproporcional
— Displasias esqueléticas.

— Cromosomopatias.

En la valoracion y diagnostico de la posible causa de talla baja se debe tener en
cuenta que los factores genéticos son determinantes para el desarrollo de la talla y
mas aun en el desarrollo del fenotipo de talla baja, jugando un papel importante
en diferentes desordenes primarios o secundarios del crecimiento. Los
desérdenes del crecimiento pueden estar asociados con anomalias

cromosémicas, desérdenes monogénicos o sindromes de etiologia desconocida®’.
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4.5 Epidemiologia

El fenotipo de talla baja, es una condicion que afecta a mas del 2% de la poblacion
mundial® *®. En Estados Unidos por definicién, el 2.5% de la poblacién presenta
fenotipo de talla baja, sin embargo, el numero de nifios de bajo crecimiento es

mayor a la frecuencia de enfermedades crénicas de la nifiez*°

En Colombia el porcentaje de nifilos bajos para la edad se ve aumentado
principalmente por factores como la malnutricion en los sectores socioeconémicos
mas bajos, la informacién mas reciente con representatividad nacional se obtiene
de la Encuesta Nacional de la Situaciéon Nutricional en Colombia 2005 (ENSIN
2005). Asimismo, los datos de 1995 y 2000 provenientes de la Encuesta Nacional
de Demografia y Salud (ENDS), de aqui se obtiene que la prevalencia de talla baja
para la edad en 2005 fue de 12% (sin diferencias significativas entre géneros),

menor a la registrada en otras partes de América Latina (Figura N° 7)*°

20 7 01995
187 2000
16 A
14 2005
12 A
10 A
g -
6 -
4
2
0 T T T T T 1
Atlantica Oriental Central Pacifica Bogota Orinoquiay
Amazonia

Figura N° 7: Prevalencia (%) de talla baja para la edad segun tres encuestas
nacionales (ENDS 1995, 2000 y ENSIN 2005), por regién en Colombia*°
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Algunos estudios epidemioldgicos realizados en nifios con talla baja reportan las

siguientes frecuencias de patologias asociadas con el fenotipo (Tabla N° 2)

Tabla N° 2: Estudios de frecuencia de patologias relacionadas a fenotipo de talla
baja. (Datos de Wit et al*})

Estudio Frecuencia Tipo de patologia Altura de la poblacion.
Wessex growth Enfermedades ) )
8/180 (4.4%) o Por debajo del 3er percentil
Study (1992) orgénicas
Oxford study Enfermedades
7/260 (3%) ] -2SD
(1993) orgénicas

Utah growth study
(1994)

25/555 (4.5%)

GHD, hipotiroidismo, S.

turner

93/555 (9.5%)

Otras razones médicas

para baja talla

Altura por debajo del 3er
percentil, o] tasa de

crecimiento de 5cm/afio

Assessment of

5%

Causas diversas para

) talla baja
Short Stature in No di bl
i o disponible
Children, Leiden Bajo peso al nacer o p
University (2007) 15% baja talla en edad
gestacional (SGA)

Grimberg et al. ) ) )

66/278 (23.7%) Causas organicas No disponible
(2005)
Green et al (1983) 79/198 (40%) Causas organicas No disponible

Aproximadamente el 80% de los nifios con talla baja evaluados por pediatras no

tienen historia de peso y talla bajos al nacimiento y el 10% no presenta patologias

que expliguen su condicién talla baja o que puedan ser detectadas, por ende

hacen parte del grupo de pacientes con talla baja idiopatica (1ISS)*.
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4.6 Talla Baja Idiopatica ISS

El termino ISS fue involucrado como observacion clinica junto con avances en
biotecnologia. En 1950, el diagnostico diferencial de causas endocrinas de nifios
con talla baja fue establecido por Lawson Wilkins, basado en observaciones
clinicas y analisis radiograficos de maduracion esquelética. En 1960, los
radioinmunoensayos documentaron bajos de niveles de GH circulante no solo en
nifios con panhipopituitarismo si ho también en aquellos que presentaban déficit
idiopatico y aislado de GH. En 1970 y 1980, el desarrollo de pruebas de
estimulacion de GH, revelaron que los déficits de GH se presentaban en
aproximadamente el 1% de los nifios con talla baja®.

Varios grupos de nifios con talla baja fueron categorizados como:
e Talla baja por déficit parcial de GH

e Talla baja por resistencia a la GH

De igual forma un gran grupo de nifios con talla baja quedaron sin categorizacion,
entre 1980 y 1990, la literatura refiere a este gran grupo los siguientes términos:

e Variantes normales de Talla baja

e Talla baja sin déficit de GH

o Talla baja idiopatica

En 1996, Ranke propuso que la talla baja idiopatica fuera definida como una
condicién en la cual la talla de un individuo es mayor a 2 desviaciones estandar
por debajo del promedio ajustado para edad género y poblacion, sin evidencia de
anormalidades sistémicas, endocrinas, nutricionales o cromosémicas*?, en 2007
esta definicion fue actualizada en la Conferencia consenso de talla baja idiopatica
en Santa Monica CA, Estados Unidos, teniendo en cuenta que esta condicion
implica que el tratamiento de los pacientes con ISS es diferente al suministrado a

los nifios con déficit de hormona de crecimiento®.
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El diagnéstico de talla baja idiopética es hecho cuando un nifio tiene peso al nacer
normal, y talla baja proporcionada, no presenta desordenes organicos ni
endocrinolégicos, no tiene problemas psicosociales y tiene una dieta normal**

Se ha reportado que para poder realizar un diagnostico diferencial en talla baja
aislada o patolégica, se deben tener en cuenta los siguientes aspectos: talla baja
familiar patologica, o no patolégica, retardo constitucional del crecimiento,
endocrinopatias primarias, talla baja en nifias con anomalias de cromosoma X, y

talla baja secundaria por mutaciones en el gen SHOX*.

4.5.1 Consecuencias psicosociales de la ISS

Las consecuencias psicosociales en pacientes con talla baja idiopatica han sido

evaluadas en tres niveles:

e Estrés psicosocial
e Calidad del proceso adaptativo

e Ocurrencia de psicopatologias

Se reporta que aproximadamente del 15-70% de los pacientes con talla baja
idiopéatica presentan algun tipo de transtorno psicosocial debido al estrés que les
genera tener talla baja. Actualmente no se ha reportado alguna respuesta con
respecto al proceso adaptativo del paciente en su entorno, Yy con respecto a la
ocurrencia de psicopatologias, diferentes estudios reportan que los nifios con talla
baja presentan disminucion de competencias sociales o incremento en los

problemas de conducta® .
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4.5.2 Bases moleculares de la ISS.

Como se menciono anteriormente la talla baja idiopatica hace parte de las
variantes normales de talla baja, sin embargo actualmente se han asociado
algunas causas moleculares a este fenotipo. Dentro de estas causas de
mencionan los déficit y la resistencia a de IGF-1 (Tabla N° 3)*

Tabla N° 3: bases moleculares de la ISS causada por anomalias en IGF-I (tomado
de Rosenfeld, 2005)*°

Concentracion sérica de IGF - | Etiologia

Baja (déficit de IGF-I) Polimorfismos del gen IGF que resultan en
transcripcién alterada y/o deficiencia en la
traduccion
Anomalias en las proteinas de unién a IGF.
Anomalias en el receptor de GH
Heterocigocidad por mutaciones o
deleciones del gen receptor de GH.
Defectos post-sefializacion de GH (sistema
JAK/STAT)

Normal o elevado (resistencia a IGF) Bioinactivacién de IGF-I por mutaciones en
le gen de IGF-I)
anomalias en las proteinas de unios a IGF-
I
anomalias del receptor de IGF-I
Defectos post-sefalizacion de IGF-I
Resistencia a la accion de IGF-I en la palca

epifisiaria

Avances en la comprension de vias celulares que influencian el crecimiento han

elucidado varios blancos potenciales que expliquen el fenotipo de talla baja. Entre
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estos se destacan la via de las Janus kinasa 2 (JAK 2) y tirosin kinasa que son
activadas por la union de H y su receptor para la formacién de receptores de
dimerizacion. De igual forma la fosforilacidon de STAT por medio de JAK2 conduce
a la translocacion de las proteinas citoplasmaticas activadas hasta la membrana

nuclear, en donde ocurren eventos de regulacién génica inherentes a GH®.

Y de igual forma se documenta que el complejo GHR-JAK2 activa vias de
sefalizacion como ERK y STAT. Por su parte la activacion de ERK conduce a la
translocacion nuclear vy la la transcripcibn temprana de genes, pero no esta
vinculado a la transcripcion de IGF-I. y finalmente se ha descrito que el gen SHOX

ejerce su papel funcional en los fibroblastos de la medula osea®

Other

tUAK2 =
© ./ \ SHOX
1STAT TERK

gene
transcription

\

4 1 IGF-1

{5} "

Growth

Figura N° 8: Esquema representativo de las vias de sefializacion que participan en

el crecimiento®.

4.7 Gen SHOX
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SHOX (Short Stature Homeobox Containing Gene) es un gen que pertenece a la
familia de genes que codifican para proteinas homeodominio (genes Homeobox).
Tiene una longitud de 40 Kb dentro de la region pseudoatosomica 1 (PAR1) de los
cromosomas sexuales*’ y esta compuesto por 7 exones los cuales codifican para

dos transcritos por splicing alternativos (Figura N° 9) 348,

Este gen esta conformado de la siguiente manera: El exdbn 1 mide 262bp y
pertenece a la regién no traduccional: el exdn 2 contiene 209 bp y su region
5"pertenece a la regién no traduccional. Los exones 3 y 4 poseen 209bp y 58bp
respectivamente, y contienen el homeodominio. El exén 5 posee 89bp y los

exones 6ay 6b, tienen 1166bp y 625bp respectivamente®’.
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Figura N° 9: Representacion esquematica del gen SHOX, y sus dos formas
alternativas (tomado de Binder Gerhard, 2010*°). Los bloques representan los
exones, UTRs en los bloques con lineas horizontales, el homeodominio con

turquesa y las regiones codificantes con gris.
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Las dos formas alternativas de este gen SHOXa y SHOXDb, son idénticas hacia el
extremo 57, pero varian en su extremo 3" y son traducidas en dos isoformas
proteicas de 292 (SHOXa) y 225 (SHOXb) aminoacidos. Este gen es transcrito a
partir de mas de dos promotores alternativos que generan mRNAs distintos que
codifican proteinas idénticas pero con distintos UTR 5%, como se menciond

anteriormente3.

Diferentes genes homeobox juegan un papel fundamental durante Ila
embriogénesis y el desarrollo y ellos pueden regular patrones de formacién en
invertebrados y vertebrados™. Estudios in vitro en lineas celulares de
osteosarcoma y en tejido cartilaginoso han demostrado que SHOX se expresa en
la zona de condrocitos hipertroficos, contribuyendo al desarrollo 6seo, debido a

que funciona en la detencién del ciclo celular, favoreciendo la apoptosis®.

De las dos isoformas, se ha descrito, que solamente SHOXa actia como un
activador transcripcional en células osteogénicas por medio de su dominio de
transactivacion, OAR (otp aristales and rax), el cual estd ausente en SHOXb.
Actualmente se ha identificado a NPPB, el cual codifica un péptido natriuretico del
cerebro un importante regulador de la osificacion endocondral como el primer

blanco transcripcional de SHOX>?.

Mutaciones del gen SHOX, estan involucradas en pacientes con diagndstico de
Discondrosteosis de Leri Weill (heterocigocidad, con una frecuencia del 70%),
Displasia mesomelica de Langer (fenotipo mas severo, homocigocidad), sindrome

de Turner (mayor del 19%) y talla baja idiopatica (3-15%)°.
Diferentes estudios han indicado la presencia de uno o mas genes relacionados a

la talla baja en la regién pseudoautosomica (PAR)>. Uno de los primeros reportes

que vinculan al Gen Shox con esta patologia lo realizo Ogata y col. en 1995 el
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cual reporto que el gen Shox por estar ubicado en PAR1 podia ser el responsable

de la talla baja en nifias con sindrome de Turner.

Posteriormente Ellison y col. en 1996, publico que el gen Shox codificaba un
factor de transcripcion que poseia un homeodominio y estaba presente en
diferentes organismos. De igual forma sugirié que este gen estaba restringido a las
células osteogenicas y lo denomino PHOG (Psudoautosomal homeobox-

conteining osteogenic gene).

Rao y col. en 1997 realizan la primera publicacion de mutaciones del gen Shox,
reportando delecion de una regidén de 170kb en PARL, en 36 individuos con talla
baja y diferentes rearreglos en Xp22 o Ypll.3, en este mismo trabajo se
determina que el gen codifica dos formas alternativas por splicing de la proteina
SHOX, identificando también mutaciones significativamente funcionales por

screening en 91 pacientes con ISS.

El cambio de la nomenclatura PHOG a SHOX es realizada en 1997 teniendo en
cuenta la designacién de Shox como gen homeotico®?,

4.7Mutaciones en SHOX

4.7.1 Mutaciones intragénicas

Diferentes estudios clinicos y moleculares han identificado el gen SHOX como
causa del fenotipo de talla baja® *® *’. Mutaciones haploinsuficientes en SHOX han
sido encontradas en pacientes sindrémicos (Discondrosteosis de Leri Welll y
45,X0) mientras que mutaciones homocigotas se han correlacionado con fenotipos

como la Displasia mesomélica de Langer. Sin embargo, fenotipos no sindromicos
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y mucho mas frecuentes que los sindromicos podrian ser el reflejo de mutaciones

en este gen, como es el caso de talla baja idiopética.

Se estima que las mutaciones en SHOX son encontradas con una frecuencia de
1:1000 en el total de la poblacion, con una variacion del 2-15% en los casos de

talla baja idiopatica® (tabla 2).

Tabla N° 4: : Frecuencia de mutaciones del gen SHOX en pacientes con talla baja

idiopatica. (Modificado de Jorge y col®®)

Autor /afio Mutaciones Deleciones Frecuencia
puntuales

Rao e cols., 1997 1/91 0/91 1.1

Binder, Schwarze y Ranke, 2000 0/68 1/68 15
Stuppia e cols., 2003 3/56 4/56 12.5

Huber e cols., 2006 (24) 4/78 8/78 15

Jorge e cols., 2007 2/63 0/63 3.2
Rappold e cols., 2007 9/1534 25/1534 2.2

En cuanto a tipo de mutaciones, Marchini y col, en un review sobre ISS,
describieron una mayor frecuencia de mutaciones missense en el exéon 3 del gen,
sin embargo, existe todo tipo de mutaciones (nonsense, frameshift, del/in), en
todos los exones y recientemente se han descrito mutaciones en regiones no

codificantes® (Figura N° 10)
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Figura N° 10: Frecuencia de mutaciones puntuales de SHOX en pacientes con
talla baja. (Binder G, 2010*)

La base de datos de mutaciones del gen SHOX, fue creada en el 2006 y su
ultima actualizacién se realizo en 2010, en ella se reportan un total de 1163
variantes descritas a la fecha y se presenta una discriminacion de las mutaciones

segun su tipo y segln su ubicacion en el gen (Figura N° 11y 12).
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Figura N° 12: numero de mutaciones reportadas en la region intragenica de SHOX
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5.4.1.1 Mutaciones en elementos no codificantes (CNE)

Un elemento conservado no codificante es una regiéon de DNA que se encuentra
corriente arriba o corriente debajo de un gen y funciona como un transactivador de

la transcripcién génica®.

Recientemente se ha comprobado que elementos conservados no codificantes
(CNE) corriente abajo de SHOX (Figura N° 13) regulan la funcion del gen. Estos
elementos conservados presentan un dominio regulatorio 250 Kb corriente abajo
de SHOX, delecionado en pacientes con talla baja idiopatica con una frecuencia

del 22% y en pacientes con Leri-Weil con una frecuencia del 34% * >.

DXYS10087
DXYS10096

v
z
7z
>
”<
Q

DXYS233

34F05 51D11 61E05 10D0S

Figura N° 13: Representacion esquematica de PAR1, incluye SHOX, y regién
reguladora 200 a 250Kb corriente abajo. (Tomado de Sabherwal et al®)

De esta manera, el 2-15% de los pacientes con talla baja idiopética tienen
mutaciones en el gen SHOX y un 22% adicional presentan regiones codificantes
de SHOX sin mutaciones, pero con alteraciones génicas de las regiones

regulatorias, explicando entonces cerca del 30% de la etiologia del ISS *# ° 24 30 39
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5. OBJETIVOS

5.1 GENERAL

Caracterizar molecularmente del gen SHOX (Short stature HOmeoboX) y sus
Elementos Conservados No codificantes (CNE), en una muestra de pacientes con

talla baja idiopatica de la ciudad de Bogota.

5.2 ESPECIFICOS

5.2.1. Caracterizar fenotipicamente una muestra de pacientes con talla baja
idiopatica (ISS).

5.2.2. Evaluar la frecuencia de mutaciones intragenicas y de los CNE del gen
SHOX.

5.2.3 Describir el tipo de mutaciones presentes en la muestra de pacientes con

talla baja idiopética.

5.2.4 Correlacionar los hallazgos fenotipicos con las variables genéticas

encontradas en el gen SHOX.
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6. METODOLOGIA

6.1FASE PREANALITICA

6.1.1 Tipo de estudio

e Estudio descriptivo, transversal, de caracterizacion epidemioldgica
(prevalencia) y molecular (tipos de mutaciones) del gen SHOX y sus CNE
en individuos con talla baja idiopatica, provenientes de la consulta externa
de endocrinologia pediatrica de 5 centros de referencia (marco muestral de
base hospitalaria), y que aceptaron participar en este estudio
voluntariamente, para esto se empleo un formato de historia clinica (ANEXO
N° 2) y el consentimiento informado debidamente diligenciado por el
paciente (ANEXO N° 3) .

6.1.2 Tamafo de muestra

En este estudio se tuvieron en cuenta 52 pacientes con diagnostico Talla Baja
Idiopatica (ISS por sus siglas en ingles) basado en que el 2% de la poblacion
mundial tiene talla baja y de estos el 10% estan diagnosticados como talla baja
idiopatica’®, se tomaron en cuenta los parametros del numeral 6.1.3. para el

calculo del tamafio de muestra.

6.1.3 Calculo del tamafio muestral

Usando el médulo StatCalc de Epi-Info (6.04) con una precision de 95% (5% de

21 26 27

error), asumiendo una estimacion de prevalencia de 30% , con un nivel de
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confianza de 95% (5% de error alfa). La salida obtenida se muestra en la Figura
N° 1.

Datos adicionales:

e El “n” estara regulado por la disponibilidad de pacientes remitidos al
Instituto de Genética de la Universidad Nacional de Colombia, Hospital
Militar Central, Hospital de la Misericordia, Hospital San Ignacio,
CENPA, Laboratorio de Investigacion Hormonal y se tendra un nivel de
corte de ingreso de los pacientes hasta el 6to mes de iniciada la

ejecucion del protocolo.

e Cada una de estas instituciones recibe pacientes de distintos regimenes
de afiliacion al sistema general de seguridad social en salud (régimen
contributivo, subsidiado, especial, particulares, territorios nacionales),

por lo que consideramos que la muestra es representativa.

_||:||x

Size of the opulation 8808
Desired recision (x> a.97
xpected prevalence (x> it
esign effect 1.680

Desired precision (x)
Expected prevalence (x)
Design effect

Lample siz=e

Figura N° 14: Calculo de tamafio muestral usando el moédulo StatCalc de Epi-Info
(6.04)

50



6.1.4 Criterios de inclusién

e Se incluyeron pacientes que cumplian con los siguientes criterios:

Nifios entre 2 y 16 afios

Talla por debajo de 2,0 desviaciones estandar (SD) ajustado para
edad cronologica, género y poblacion

Cariotipo convencional normal en pacientes de sexo femenino
Secrecion normal de hormona de crecimiento (GH), valorada por un

test de estimulo, adecuado para la edad.

6.1.5 Criterios de exclusion

Déficit de hormona de crecimiento (GH)

Resistencia a GH

Cualquier tipo de displasia esquelética.

Enfermedades crénicas (cardiopatias, nefropatias, neumopatias,
DNT, enfermedades genéticas, enfermedades gastrointestinales,
hipotiroidismo, canceres, inmunodeficiencias)

Deformidad de Madelung, puesto que estos pacientes tendran
mayoritariamente talla baja de origen sindromico.

Diagnostico de retardo constitucional de Crecimiento y Desarrollo
valorado por indice maduracional

RCIU (Restriccion del Crecimiento Intra Uterino)
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6.2 FASE ANALITICA

6.2.1 Muestras
Se tomo6 una muestra de sangre periférica, de 7mL en tubo con anticoagulante

EDTA a cada uno de los pacientes.

6.2.2 Extraccion de DNA y RNA

La Extraccion de DNA se realizo con el kit Ultraclean Bloos DNA Isolatios Kit de
Mo Bio a partir de una muestra de 300 pl de sangre, segun las instrucciones del
fabricante. EI DNA obtenido fue cuantificado en nanodrop y almacenado a -20°C

para su posterior analisis.

6.2.3 Amplificacion y electroforesis capilar.

Se emplearon kits de MLPA MRC Holland para SHOX y sus CNE (SALSA MLPA
KIT P018-E1 SHOX y P018-F1 version actualizada), los cuales contienen sondas
para cada exon del gen SHOX humano, una sonda ubicada antes de la region
promotora del gen y diferentes sondas para detectar secuencias corriente abajo
del SHOX, las cuales han sido implicadas en la regulacion de la transcripcion del
gen (ANEXO N° 4 y ANEXO N° 7).

La técnica MLPA o amplificacion de sondas dependiente de ligamiento multiple, es
una técnica disefiada por MRC Holland, que consiste de cuatro grandes pasos

(Figura N° 15):

1. Denaturacion e hibridacion de las sondas de MLPA, en el cual el DNA es

denaturado e incubado toda la noche con una mezcla de sondas. Las
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sondas estan compuestas de dos oligonucleotidos separados los cuales

hiridizan con su secuencia diana complementaria.

2. Reaccion de ligamiento: las sondas previamente hibridizzadas son ligadas a

la secuencia diana por medio de una ligasa termoestable.
3. Reaccion de PCR: solamente las sondas ligadas son exponencialmente
amplificadas mediante PCR, empleando primers disefiados a partir de

secuencias altamente conservadas.

4. Separacion y amplificacion de productos empleando electroforesis capilar.

MLPA

1. Denaturation & 2. hybridisation “—— PCR primer sequence X
PCR primer 5 +—— Stuffer sequence (different for
sequence Y \ Hybridisation > each probe)
sequence
VR NI
3 Target A 5' 3 Target B 5'
3. Ligation X =
5 U The two parts of each probe hybridize
' to adjacent target sequences and are
3 Target A 5 5 ligated by a thermostable ligase.
3 Target B 5

4. PCR: All probe ligation products are amplified by PCR using only one primer pair.

Y X v X The amplification product of each probe
= 5 = has a unique length (130-480 nt).

5. Separation of amplification products by electrophoresis: Amplification products are separated by
electrophoresis. Relative amounts of probe amplification products, as compared to a control DNA sample, reflect the
relative copy number of target sequences.

t

)

-4 =

] §. ;l; | H i J\Jl AAAGA A IR A AR kA A

Schouten, J.P. et al. Nucl. Acid Res. 30, e57. MRC-Holland
— MLPA'—-/

\ J

Figura N° 15: principio de la tecnica MLPA (Tomado de www.mlpa.com)
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El procedimiento se llevé a cabo segun las instrucciones del fabricante, las

cuales se detallan a continuacion:

Denaturacion del DNA (Dia 1)

Marcar tubos de PCR de 0.2 ul para cada una de las muestras.

Adicionar 5uL de DNA en cada tubo y en otro solucion TE o agua para el
control.

Colocar los tubos en el termociclador e iniciar el procedimiento de
denaturacion: 5 minutos a 98°C, enfriar las muestras a 25°C.

Continuar con el proceso de hibridacion

Reaccion de Hibridacion (Dial)

Preparar el Master Mix de hibridacion que contiene para cada reaccion:
1.5uL de buffer MLPA + 1.5uL de Mix de sondas. Mezclar bien por pipeteo
0 vortex.

Sin sacar los tubos del termociclador, y mientras este en 25°C, adicionar
3uL de master mix de hibridacion a cada tubo, mezclar bien por pipeteo.
Continuar el programa de termiciclado: Incubar por 1 minuto a 95°C, dejar
de 16 a 20 horas a 60°C.

Ligamiento (Dia 2)

Preparar el Master mix de ligamiento: 3uL de buffer A Ligasa-65 + 3uL de
buffer B Ligasa-65 + 25uL de dH,O, mezclar bien por pipeteo o vortex.
Adicionar 1uL de Ligasa-65 por cada reaccion al Master mix de ligamiento.
Mezclar gentilmente por pipeteo, hunca por vortex.

Continuar con el programa de termociclado a 54°C.

En el termociclador, a 54°C, adicionar 32 uL del master mix de Ligamiento a

cada tubo, mezclar por pipeteo.
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Continuar el programa de termociclado: 15 minutos a 54°C (para el
ligamiento), seguido por 98°C para inactivacion por calor de la Ligasa-65.

Pausar el termociclador a 15°C.

Nota: En este punto el procedimiento puede detenerse. Los productos de

ligamiento pueden ser almacenados a 4°C hasta por una semanay a -20°C por

largos periodos de tiempo.

Reaccion de PCR (Dia 2)

Marcar nuevos tubos de 0.2uL para la reaccion de PCR, cubrirlos con papel
aluminio.

Preparar el buffer mix PCR que contiene para cada reaccion: 4uL de
SALSA PCR buffer + 26uL de dH,O. Mezclar brevemente por vortex
Adicionar 30uL de buffer mix PCR a cada tubo nuevo.

A temperatura ambiente, transferir 10uL del producto de ligamiento (paso
12) a su respectivo tubo de PCR.

Preparar el master mix polimerasa que contiene para cada reaccion: 2uL de
primers SALSA PCR + 2 uL de buffer de dilucion de enzima SALSA PCR +
5.5uL de dH,O + 0.5uL de SALSA polimerasa. Mezclar bien por pipeteo, no
vortex, almacenar en hielo hasta su uso.

Colocar los tubos en el termociclador, iniciar programa a 60°C.

Mientras los tubos estan en el termociclador a 60°C, adicionar 10uL del mix
de polimerasa a cada tubo, mezclar por pipeteo y continuar inmediatamente
el programa de termociclado: 35 ciclos de 30 segundos a 95°C, 30
segundos a 60°C y 60 segundos a 72°C. Finalizar con 20 minutos de
incubacion a 72°C y llevar a temperatura de 15°C hasta iniciar la

electroforesis capilar.

Nota: Los productos de PCR pueden ser almacenados a 4°C hasta por una

semanay a -20°C por largos periodos de tiempo.
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Los amplificados se analizaron por electroforesis capilar en un ABI 310 de
Applied Biosystem aplicando el siguiente protocolo:

Pre-tratamiento y caracteristicas para electroforesis capilar en ABI-Prism
310

Posterior a la reaccion de PCR, mezclar 0.75uL de producto de PCR + 0.75uL
de agua + 0.5 de marcador de peso (LIZ 500) + 13.5uL de formamida HiDi.
Incubar por 2 minutos a 80°C

Capilar de 47cm, POP4, voltaje de inyeccion de 1.6kV, tiempo de inyeccion 15
segundos.

6.3 FASE POSTANALITICA

6.3.1 Plan de andlisis.

Para el analisis de resultados se emplearon los formatos de verificacion
(ANEXO N° 6 y ANEXO N° 7) y el Software Coffalyser v 9,4 aportado por MRC
Holland el cual calcula el Odds Ratio para cada una de las sondas en cada uno
de los pacientes, para este caso un ratio <0,7 fue considerado como delecion y
>1,3 correspondia a una duplicacion, igualmente para realizar un andlisis
adecuado los pacientes fueron comparados contra 3 controles pertenecientes a
DNA de personas con talla normal para los estandares de la poblacion

Colombiana.
Se elaboré una descripcién no analitica de las diferentes variables entre los

pacientes (variables continuas: medidas de tendencia central y dispersion; y

discretas: frecuencia y porcentaje).
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7 RESULTADOS

7.1 Descripcion de la poblaciéon de estudio

En este proyecto fueron incluidos 52 pacientes que asistieron a consulta
especializada con endocrindlogos pediatras del Hospital Militar Central,
Hospital La Misericordia, Centro Nacional de Endocrinologia Pediatrica y del
Adolescente (CENPA), Hospital Universitario San Ignacio, Centro Nacional de
Endocrinologia y Metabolismo (CENDEM), Laboratorio de Investigacion
Hormonal y consulta especializada en genética clinica del Instituto de Genética

de la Universidad Nacional (Tabla N° 5)

Tabla N° 5: Cantidad de pacientes incluidos en el estudio segun centro de

referencia.

Cantidad de pacientes
CENTRO DE REFERENCIA

reclutados
Hospital Militar Central 17
Hospital Universitario San Ignacio 4
Hospital La Misericordia
Centro nacional de Endocrinologia Pediatrica y del Adolescente 4
Centro Nacional de Endocrinologia y Metabolismo
Instituto de Genética Universidad Nacional 13
Laboratorio de Investigacion Hormonal 6

Total pacientes 52

En cuanto a la procedencia de los pacientes el 78.8% fueron naturales y

procedentes de la ciudad de Bogota (Tabla N° 6)

La descripcion detallada de los pacientes se muestra en la Tabla N° 8
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Tabla N° 6: Procedencia de los sujetos de investigacion

Ciudad de Procedencia

Total de pacientes

Apulo/Cundinamarca
Bogota

Neiva/Huila
Duitama/Boyacéa
Gachancipa/Cundinamarca
Caparrapi/Cundinamarca
Ricaurte/Narifio
Chia/Cundinamarca
Tunja/Boyacé
Ibagué/Tolima
Facatativd/Cundinamarca
Chocont&/Cundinamarca

I
P

O T = = = T = T = W S N

Total General

a1
N

De los 52 pacientes, 35 fueron mujeres y 17 hombres, con un promedio de

edad cronoldgica de 11,3 + 6,3 afos, talla promedio de 122,6 + 21,6 cm y
peso promedio de 28,3 + 13,6 gr (Tabla N° 7)

Tabla N° 7: descripcion antropométrica de los pacientes segun el género

n

Edad cronolégica (afios)

Talla (cm)

Peso (kg)

SDS* de la talla

Edad de diagnostico de talla baja
Bajo peso al nacer (<2500gr)
prematuros (<36 semanas)

pacientes con ISS desproporcionada

Mujeres Hombres
Media £ SDS Media = SDS p-valor
35 17

11,7+ 6,9 10,4 £ 5,7 0,420
122,8 £ 21,32 122,4 £ 22,9 0,001
28,5+ 13,6 27,5+ 13,9 0,368
25+1 2971 0,139
517+ 4.41 421 +6.2 0.622
7 3 NA
1 2 NA
5 2 NA
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talla medio parental 169,3 + 20,8 164,6+ 21,7 0,008

*SDS: Desviacion Estandar
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Tabla N° 8: pacientes con diagnostico de talla baja idiopatica incluidos en el estudio

Edad

cronoldgica Edad gestacional Talla al nacer Peso al nacer

Genero (afios) (semanas) (cm) (an Talla (cm) SDS delatalla Peso (kg)

ISS 01 F 10 36 53 3000 125 -2 22
ISS 02 M 14 40 NR NR 144 -3,05 32
ISS 03 F 9 35 48 2380 122 -2 25
ISS 04 F 10 36 48 2600 126 -2 23
ISS 05 F 12 40 49 2300 1325 -3 31
ISS 06 M 16 38 50 2900 151 -3,33 52
ISS 07 F 10 39 51 3500 123 -3

ISS 08 F 9 39 49 3000 115 -3 20,5
ISS 09 M 11 38 48 3600 133 -2 28
ISS 10 F 4 40 51 3200 88.6 -3,5 12.7
ISS 11 M 13 37 49 2900 143 -2 16.5
ISS 12 F 6 40 48 3080 90 -5 13
ISS 13 M 4 27 35 940 90 -3,5 12
ISS 14 F 11 40 52 3000 127.8 -2,6 30,4
ISS 15 M 14 39 50 3100 146.8 -2,14 45,8
ISS 16 M 6 39 49 3060 105 -3 45
ISS 17 F 8 38 49 2500 119 -4 24,5
ISS 18 F 17 40 48 2460 148.5 -2,2 43,5
ISS 19 M 3 38 47 2420 90 -2,56 11,6
ISS 20 F 22 NR NR NR 148 -2 39
ISS 21 F 7 36 45 2378 112 -2,5 17,5
ISS 22 F 4 37 43 1740 94 -3 12
ISS 23 M 17 40 50 3000 146 -4 34
ISS 24 F 11 40 45 2450 131 -2,5 27
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Edad

cronolégica Edad gestacional Talla

al Peso al nacer

Genero (afios) (semanas) ngacer (cm) (gr) Talla (cm) SDSdelatalla Peso (k)

ISS 25 M 6 42 50 3500 102 -3 16
ISS 26 F 16 40 NR 2700 152 -2,5 50
ISS 27 F 11 42 52 3200 125 -2,75 28,5
ISS 28 F 11 40 49 3500 130.5 -2,5 28
ISS 29 F 8 40 48 2800 118 -2 25
ISS 30 F 2 38 47 2790 81 -3,63 11
ISS 31 M 7 32 NR 1300 115 -2 25,5
ISS 32 M 12 40 48 3000 128 -3 33,5
ISS 33 F 9 39 48 2800 115,4 -3,5 21,5
ISS 34 M 4 39 44 2900 92,5 -2 14
ISS 35 F 11 39 45 2500 132 -2,5 30,5
ISS 36 F 4 36 44 2250 102 -1,5 15
ISS 37 F 15 40 50 2500 143 -3 45
ISS 38 M 7 39 50 2850 104,5 -3,44 16
ISS 39 F 12 40 NR NR 135,5 -2,82 36,1
ISS 40 F 4 37 47 2800 98 -2,5 13,5
ISS 41 F 2 40 43 2200 79 -1 8
ISS 42 M 15 38 49 3400 157,5 -2 51,6
ISS 43 F 14 38 46 3000 150 -1,5 43,5
ISS 44 F 12 38 48,5 2500 1445 -1,5 33,5
ISS 45 F 16 40 45 2500 144 -5 45
ISS 46 F 14 NR NR 150 -3,7 55
ISS 47 F 16 40 49 3000 143 -5 63,5
ISS 48 F 14 39 38 2300 137 -3,58 37
ISS 49 F 7 40 42 2900 107 -2 17,8
ISS 50 M 9 40 51 3500 121 -2 22,4
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ISS 51 F
ISS 52 F

11

39
38

46
47

3014
2750

89
130

-3,5

12,4
25,2

NR: No Reporta
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7.2 Analisis Molecular

Para llevar a cabo el analisis de los pacientes con diagnostico de talla baja
idiopatica, se empleo la técnica de Amplificacion de sondas por ligamiento multiple
o MLPA, por sus siglas en Ingles, a partir de electroforesis capilar se obtuvieron
electroferogramas (Figura N° 16) que fueron analizados de acuerdo a la altura y
amplitud de los picos para cada sonda del kit, posteriormente se analizaron los
odd ratios obtenidos a partir del Software Cofflalyser v 9,4 comparados contra 3
controles obtenidos a partir de personas con talla normal dentro los rangos

establecidos para la poblaciéon Colombiana.

VN 1SS 2:50:57 PM Fri. Sep 16, 2011
PRISM Licensed to UNIVERSIDAD NACIONAL, INSTITUTO DE GENETICA Genotyper® 2.5.2
T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T

100 150 200 250 300 350 400 450
A1_GI_ISS 12 1Blue 1SS 12

| WL

78 93] [121.15| [[158 0] |[ 196 18] | [236 45][27+ 87| [309 3] [345 57]| [383 26][475.07] | [460.07]
8531 [126.77]|[165 14][200 71 | [224 91][z80 24)| [377 27]|[384 05| [351 27]| [425.27] [470.03

[20.61] [[130.53] |171.09|||2m.25| [255.72] [297.74] [335.54] [373.90][409.86] | [485.74]
[94.78]|[[133.18]| [177.48] [217.24] [262.97] | [328.60][362.77][398.02] [437.57]
[e6.80] | [135.61 |183.38|||223.80| [288.36] [350.89]
[99.43|| [139.88] [190.19] [229.30] 357.95
[100.42] [145.42] [203.09] 368.57
[110.80] [151.51
115,83

Figura N° 16: electroferogramas obtenidos a partir de electroforesis capilar

La Figura N° 19, presenta un esquema del resultado de todos los pacientes
analizados en este estudio, la ausencia de las sondas 44 y 45 en 29 de los 52

pacientes es debido a que estos fueron analizados con el kit PO18-E1.

De los 52 pacientes analizados, 4 (2 mujeres, 2 hombres) involucraban perdida o

delecién en regidn intragénica y uno (paciente ISS 06) presento una duplicacion al
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final de la region reguladora del gen SHOX, involucrando el elemento regulador no
codificante 9 (CNE 9), (Figura N° 17) lo que corresponde a una frecuencia del
9,6% de alteraciones del gen shox en pacientes colombianos con talla baja
idiopatica (Figura N° 19). Estos pacientes presentaban un fenotipo normal, acorde
con los criterios de inclusion y exclusion tenidos en cuenta para la seleccion y

diagndstico de los pacientes (Tabla N° 9).

cantidad de mutaciones segun region

3,5

2,5

1,5

0,5

Region intragenica Region reguladora

Figura N° 17: numero de mutaciones encontradas en pacientes con ISS segun la

ubicacién en el gen.

Tabla N° 9: Descripcion fenotipica de los pacientes con anomalias en el gen
SHOX

Pacientes

ISS 02 ISS 06 ISS 14 ISS 38 ISS 39
Genero M M F M F
Edad cronoldgica (afios) 14 29 11 7 12
Edad gestacional (semanas) 40 40 40 40 40
Talla al nacer (cm) NR NR 52 50 NR
Peso al nacer (gr) NR NR 3000 2850 NR
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Talla (cm)

SDS de la talla

Peso (kg)

Talla medio parental

Talla baja proporcionada

Edad de diagnostico de ISS

(afios)

144
-3,05
32
162,5
Si

12

151
-3.33
52
162
Si

127,8
-2,6
30,4
154,5
Si

104,5
-3.44
16
144,5
Si

135,5
-2,82
36,1
168,5
Si

11

NR: No Reporta

47,7% 11,9%

M Pacientes con ISS sin
alteraciones en SHOX

B Pacientes con ISS con
alteraciones intragenicas

m Pacientes con ISS con
alteraciones en region
reguladora

Figura N° 18: Frecuencia de alteraciones del gen shox encontrada en la poblaciéon

de estudio.

Se realizo una correlacion entre las medias de los datos del grupo de pacientes sin

mutaciones del gen shox y el grupo de pacientes con mutaciones en el gen shox,

sin embargo no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre

los dos grupos (Tabla N° 10).
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Tabla N° 10: correlacion entre el grupo de pacientes sin alteraciones en Shox y el
grupo de pacientes con alteraciones en Shox.

Pacientes sin Pacientes con
alteraciones en shox  alteraciones en shox p-valor

(Media + SDS) (Media + SDS)
n 47 5
Edad 11,06 + 6,49 12,6 + 3,5 0,088
Talla 121,6 + 21,9 132,6 + 17,9 0,020
Peso 27,62 + 13,5 126 £3,5 0,357
SDS -2,57 +1,52 -3,04 + 0,34 0,686
edad de diagnostico de 6,3+£6,9 6,8+4,8 0.729

talla baja

Para establecer si las mutaciones en estos pacientes fueron heredadas o de novo,
se realizo el procedimiento de MLPA empleando DNA de cada uno de los padres
de los pacientes afectados, encontrando que las mutaciones para el paciente 1SS
06 y la paciente ISS 14 presentaban herencia via paterna y materna
respectivamente. En los padres del paciente ISS 38 no se evidencio presencia de
la mutacion hallada en este paciente por lo tanto se refiere como una mutacion de

novo.
De los pacientes ISS 02 e ISS 39 no se pudo obtener DNA del padre, por lo tanto

no se puede establecer si los hallazgos en estos pacientes son heredados o de

novo.
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Tabla N° 11: especificacibn de mutaciones heredadas y de novo para cada

paciente
Pacientes

ISS 02 ISS 06 ISS 14 ISS 38 ISS 39
Mutacion heredada No /sin Si/ via Si/ via De novo No/  sin

datos del  paterna materna datos del

padre padre
Talla del padre (cm) 165* 161 168 162 152*
Talla de la madre (cm) 147 150 154 162 150

* Dato referido por la madre
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Figura N° 19: esquema de pacientes con talla baja idiopatica evaluados con MLPA

ISS 01
ISS 02
ISS 03
ISS 04
ISS 05
ISS 06
ISS 07
ISS 08
ISS 09
ISS 10
ISSs 11
ISS 12
ISS 13
ISS 14
ISS 15
ISS 16
ISS 17
ISS 18
ISS 19
ISS 20
ISS 21
ISS 22
ISS 23
ISS 24
ISS 25
ISS 26
ISS 27
ISS 28
ISS 29
ISS 30
ISS 31
ISS 32
ISS 33
ISS 34
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De los pacientes con hallazgos de perdidas en region intragénica, el paciente ISS
02 presento perdida de heterozigocidad (LOH) en la regién del exén 6, la paciente
ISS 148 presento LOH en la region del exdn 1 incluyendo parte de la region UTR
5°del gen, el paciente ISS 38 presento LOH en la regidon correspondiente al exén

2,y la paciente 39 reporto LOH en el area del intron 6b (Tabla N° 12)
El paciente ISS 06 presenta una ganancia en el area correspondiente al elemento
no codificante conservado 9, que hace parte de la region reguladora del gen

SHOX (Tabla N° 12)

Tabla N° 12: descripcion de los hallazgos por MLPA en 5 pacientes con talla baja

idiopatica

Genero/edad  MLPA Posicién Posicion Genica

cromosomica

ISS 02 M/14 Del PAR1 sonda 8 Xp22.33 Exon 6
ISS 14 F/11 Del PAR1 sondas 2-3 Xp22.33 UTR 3" Exon 1
ISS 38 M/7 Del PAR1 sonda 4 Xp22.33 Exon 2
ISS 39 F/12 Del PAR1 sonda 10 Xp22.33 Intron 6b
ISS 06 M/29 Ganancia PAR1 Xp22.33 CNE 9

sondas 22-23

El reporte obtenido a través del software Coffalyser v. 9.4 para los pacientes con
anomalias en el gen shox se muestra en la Tabla N° 13, para este caso la
paciente ISS 14 presenta ausencia de dos de las sondas control debido a que fue
analizadas con la version anterior del kit SALSA MLPA P018 E1Shox.

Los electroferogramas obtenidos para cada uno de los pacientes son mostrados

en la Figura N° 20, sin embargo en estos no es posible evidenciar la perdida o
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ganancia encontradas en los pacientes debido a que solo permiten un andlisis

cualitativo y no muy especifico.

Tabla N° 13: hoja reporte del software Coffalyser mostrando los OR calculados

para cada sonsa en los pacientes con anormalidades del gen SHOX.

Posicion _
. longitud | Gen OR OR OR OR OR
ISS 02 [ 1SS 06 [ ISS 14 |I1SS 38 | 1SS 39
Xp22.33 211 X-000.2 PPP2R3B ‘
Xp22.33 266 X-000.5 LOC159015 ‘
Xp22.33 166 X-000.5 SHOX Exon 01 ‘
Xp22.33 204 X-000.5 SHOX Exon 02 ‘
Xp22.33 245 X-000.5 SHOX Exon 03 ‘
Xp22.33 300 X-000.5 SHOX Exon 04
Xp22.33 337 X-000.5 SHOX Exon 05
Xp22.33 231 X-000.5 SHOX Exon 06
Xp22.33 226 X-000.5 SHOX Intron 06A
Xp22.33 392 X-000.5 SHOX Intron 06B ‘
Xp22.33 136 X-000.5 SHOX-area ‘
Xp22.33 154 X-000.5 SHOX-area ‘
Xp22.33 172 X-000.5 SHOX-area ‘
Xp22.33 199 X-000.5 SHOX-area ‘
Xp22.33 318 X-000.5 SHOX-area ‘
Xp22.33 432 X-000.5 SHOX-area ‘
Xp22.33 463 X-000.5 SHOX-area ‘
Xp22.33 290 X-000.5 SHOX-area —‘
Xp22.33 185 X-000.5 SHOX-area —‘
Xp22.33 148 X-000.5 SHOX-area ‘
Xp22.33 178 X-000.5 SHOX-area ‘
Xp22.33 442 X-000.5 SHOX-area ‘
Xp22.33 377 X-000.5 SHOX-area ‘
Xp22.33 403 X-001.3 CRLF2 ‘
Xp22.33 386 X-001.4 CSF2RA ‘
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Xp22.33 142 X-001.4 IL3RA
Xp22.33 310 X-001.7 ASMT
Xp22.33 453 X-002.4 ZBED1
Xp22.33 254 X-003.0 ARSF
Xp22.33 328 X-003.6 PRKX
Xp22.31 283 X-006.0 NLGN4X
Xp22.31 238 X-008.6 KALL
Xp22.2 274 X-014.8 FANCB
Xq25 420 X-129.1 AIFM1
X128 355 X-154.8 VAMP7
01p22 160 C

01932 346 C

04p16 191 C

05q31 130 C

09931 490 C

13q14 219 C

15q21 412 C

16p13 369 C

16p13 474 C

18g21 261 C

OR: ODDS RATIO

. Normal . LOH < 0,7 - Ganancia > 1,3

A.
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B.
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Figura N° 20: electroferogramas de los pacientes con hallazgos de mutaciones en
el gen SHOX. A) ISS 02; B) ISS 06; C) ISS 14; D) ISS 38; E) ISS 39. Las flechas

rojas indican la posicion de la sonda reportada como perdida.
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Para confirmar los resultados obtenidos por MLPA, se disefiaron juegos de
primers que amplificaran las regiones en donde se encontraba la sonda que se
reportaba como delecionada en cada uno de los pacientes y con el fin de
secuenciar estas regiones y poder establecer puntos de ruptura a nivel
intragenico. Para el paciente con ganancia no se realizo esta confirmacion debido
a que la region reguladora por ser una secuencia no codificante presenta dificulta

para encontrar oligonucleotidos especificos para esa region.

La Tabla N° 14, muestra los juegos de primers disefiados y las condiciones de
cada PCR para la amplificacién de cada secuencia.

A continuacion se presentan las fotografias de los geles de electroforesis
obtenidos para cada PCR, en cada una de las amplificaciones se empleo DNA de
un control normal y DNA de cada paciente (Figura N° 21). En la que se puede
observar una leve disminucién en la intensidad de la banda del amplificado del
paciente ISS 38 (panel A, carriles 3 y 4) con respecto al control normal (Panel A,
carril 2), de la cual se puede sugerir como analisis cualitativo una disminucién en
la concentracién de DNA amplificado posiblemente por la ausencia de la segunda
copia del gen, caso similar sucede en los amplificados del paciente ISS 02.
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Figura N° 21: geles de electroforesis de los amplificados para control normal y
cada uno de los pacientes con hallazgos de delecion en regién intragénica del gen
shox A.) carril 1: marcador de peso molecular, carril 2: control normal, carril 3 y 4:
paciente ISS 38 con delecion en exon 2; carril 5: marcador de peso molecular,
carril 6: control normal, carril 7: paciente ISS 14 con delecion de exon 1. B.) carril

1. marcador de peso molecular, carril 2: control normal y carril 3: paciente con
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delecion ISS 02 en exon 6. C) carril 1: control normal, carril 2: paciente ISS 39 con
delecion en intron 6b y carril 4: marcador de peso molecular.
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Tabla N° 14: Condiciones técnicas para el analisis mutacional de cada paciente.

Mutacion y N°

Paciente Sonda presente en la Primers Programa PCR Condiciones PCR
regién a amplificar
) Volumen de reaccion 25 pyl DNA
95°C por 5min; 30 o
) gendmico a 50 ng/25ul, Buffer 1X;
Del PAR1 ciclos [95°C por 30s;
F 5 GCCAATAGGGGTCTTCGA 3 1.5mM MgCl2, , 200uM
ISS 02 sonda 8 57.7°C por 30s 72°C )
i R 3 TCCAAAACCGAGCTCACC 5 dNTPs,0.4uM primers Fy R y 1.25U
exon 6 por 30s,] 72°C por 10 ]
) Tag DNA Polimerasa®
min.
(INVITROGEN) Amplificado 487pb
Volumen de reaccion 25 pyl DNA
95°C por 5min; 30 genomico a 50 ng/25ul, Buffer 1X;
Del PAR1 ciclos [95°C por 30s; 1.5mM MgCl2, , 200uM
F 5 GCCAATAGGGGTCTTCGA 3 )
ISS 14 sonda 3 56.4°C por 30s 72°C dNTPs,0.4uM primers Fy R y 1.25U
R 3 TCCAAAACCGAGCTCACC S )
exén 1 por 30s,] 72°C por 10 Tag DNA Polimerasa®
min. (INVITROGEN)
Amplificado 307pb
95°C por 5min; 30
Del PAR1 _ 3
1SS 38 dad F 5 CAAGGACGGTAACGGCGG 3 ciclos [95°C por 30s; Volumen de reaccién 25 ul DNA
sonda
o R 3 CTTCTGCCACTCTCGCGG 5 60°C por 30s 72°C por gendmico a 50 ng/25ul, Buffer 1X;
exon

45s,] 72°C por 10 min

2mM MgCl2, , 200uM dNTPs,0.4puM
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ISS 39

Del PAR1
sonda 10

intron 6b

F 5 ATGCTGCCCAAGCTGTGT 3
R 5 CTAGAAGGATGGGCAGCA 3

95°C por 5min; 30
ciclos [95°C por 30s;
58.5°C por 30s 72°C
por 30s,] 72°C por 10

min

primers Fy Ry 1.25U Taqg DNA
Polimerasa® (INVITROGEN)
Amplificado 230pb

Volumen de reaccién 25 ul DNA
genomico a 50 ng/25ul, Buffer 1X;
1.5mM MgCI2, , 200uM
dNTPs,0.4uM primers Fy Ry 1.25U
Taq DNA Polimerasa®
(INVITROGEN)

Amplificado 380pb
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8 DISCUSION

El crecimiento longitudinal es un proceso complejo, continuo pero no lineal,
determinado por factores genéticos, modulado por factores permisivos y
reguladores®. El crecimiento anormal resultante en talla baja es cominmente
frecuente y cuenta para un gran numero de casos de que requieren atencion

medica®.

El concepto de talla baja incluye tanto a aquellos nifios con talla baja patologica
como a aquéllos que presentan una talla baja considerada como variante de la
normalidad. Las tallas bajas variantes de la normalidad son responsables del 80%
de los casos de hipocrecimiento y son debidas a un menor potencial genético de
crecimiento (talla baja familiar), a un retraso en la maduracién (retraso
constitucional del crecimiento y la pubertad) o a una combinacion de ambos

procesos®®

En los ultimos afios se ha descrito que la haploinsuficiencia del gen SHOX es una
de las causas mas importantes de la talla baja, y aproximadamente dos de cada 3
pacientes que presentan haploinsuficiencia de este gen es debido a deleciones

tanto de tipo intragénico como en regién reguladora®.

En este estudio se empled la técnica MLPA para establecer la frecuencia de
cambios en el numero de copias del gen SHOX en pacientes colombianos con
ISS, encontrando una frecuencia del 9,6%, acorde con la frecuencia del 2-15%
reportada en la literatura®, incluyendo el estudio de Rappold y colabores quien en
una gran cohorte de 1534 pacientes con ISS, detecto 9 mutaciones puntuales y 25

deleciones parta una frecuencia mutacional del 2.2%°°.
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Nuestro estudio discrepa del el estudio de Jorge en 2007°%, quien no reporta
deleciones en 63 pacientes brasilefios con ISS, por el contrario reporta una
frecuencia del 3,2% basado en mutaciones puntuales en 2 de los 63 pacientes que
evaluo, sin embargo la técnica empleada para este estudio fue analisis de
microsatelites (STRs) la cual se ha demostrado que tiene un poder mas bajo en la
deteccion de deleciones comparado con la técnica de MLPA que se utilizo en

nuestro estudio.

En total para este estudio se hallaron 5 de 52 pacientes con ISS que presentaban
anormalidades en el gen SHOX dando una posible explicacion a su condicién de

talla baja y convirtiendo a este en el segundo estudio a nivel latinoamericano.

Al comparar el grupo de pacientes sin alteraciones del gen SHOX con el grupo de
pacientes con hallazgos en SHOX, no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en cuanto a parametros como el peso, la edad, desviacidon estandar
de la talla, talla medio parental y edad de diagnostico de la talla baja, sin embargo
se reporta un tendencia de que la talla de los pacientes con ISS y alteraciones de
SHOX es significativamente mas alta que la de pacientes con ISS sin alteraciones
del gen SHOX; dato que no puede ser corroborado con la literatura debido a que
los reportes solo muestran correlacion entre las SDS de loa talla de pacientes con

y sin alteraciones de shox, datos que no son significativamente diferentes®?.

Las correlaciones realizadas entre el grupo de pacientes sin alteraciones de shox
y con alteraciones de shox confirma que en pacientes con talla baja idiopatica no
se puede aseverar una correlacién fenotipo-genotipo atribuida al gen shox, Sin
embargo, es de anotar que los pacientes con talla baja por alteraciones del gen
SHOX tienen una expresion clinica variable, pueden manifestarse solo como talla
baja; pueden presentar acortamiento mesomélico pero después de la segunda
década de la vida, o pueden presentar las expresiones mas severas ya descritas

displasia mesomelica de Langer y discondrosteosis de Leri-Weill
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Uno de los 5 pacientes, la paciente ISS 14 presento pérdida o delecion de las
sondas especificas para amplificar el exén 1 del gen, sin embargo no se han
reportado mutaciones en esta region del gen teniendo en cuenta que el exéon 1
hace parte de la region UTR5®. Andlisis adicionales en los realizados a los padres
de la paciente demuestran que la mutacion fue heredada por via materna, lo que
sugiere que posiblemente si sea la causa de su condicion de talla baja, teniendo
en cuenta que su madre también presenta un fenotipo de talla baja y se encuentra

por debajo de 2 SDS de los estandares de la poblacion.

Para el paciente ISS 02 que presenta delecion de la region del exén 6, y el
paciente ISS 38 el cual presenta perdida de la regidn correspondiente al exon 2,
se puede atribuir su condicion de talla baja a esta pérdida de material genético
teniendo en cuenta que estos exones hacen parte de la region codificante del gen
Shox, y de acuerdo con lo reportado en la literatura, esta regidon es la que presenta

una mayor frecuencia de deleciones a nivel intragénico®.

Los exones 2 y 6 hacen parte de la region codificante del gen, el exén 2 codifica
para una regiéon que conforma el dominio de traslocacion nuclear y el exén 6
codifica el dominio carboxiterminal de la proteina SHOX.

En un estudio realizado por Aza-Carmona, et al en el 2011°

, Se sugiere que las
regiones N y C terminal de la proteina SHOX estan implicadas en la interaccion
con SOX 9 durante la condrogenesis, siendo este un complejo esencial para dicho
proceso, de igual se demuestra que al emplear el gen SHOX mutado en regiones
diferentes al homeodominio las interacciones con SOX 9 disminuyen, lo cual

explicaria el fenotipo de los pacientes ISS 38 e ISS 02.

Se reporta en esta investigacion un caso atipico de una duplicacion en la regién

del CNE 9, para un paciente de género masculino de 16 afios de edad con 4
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desviaciones estandar por debajo de la talla promedio para poblacién colombiana
la literatura reporta un Gnico caso® similar al obtenido en este estudio,
evidenciando el fenotipo inesperado de un paciente con talla baja idiopatica al cual
se le detecto trisomia del gen SHOX sin embargo este reporte hace referencia a la
region intragénica y parte de region reguladora, ofreciendo una posible explicacion
fundamentada en que especificamente la region del elemento regulador que

también se encuentra duplicada este ejerciendo un efecto negativo en la talla.

Lo anterior teniendo en cuenta que los reportes de duplicacion de la region
intragénica del gen SHOX siempre estan relacionados con fenotipos de talla alta, y
hasta ahora el estudio de Liughetti y col. en 2010, no se habian reportados casos

de duplicaciones que incluyeran la regién reguladora®.

Thomas y col, 2009%, refieren que existe una alta variabilidad fenotipica con
relacion a duplicaciones del gen SHOX o sus regiones reguladoras, explicando
gue aun las investigaciones con respecto a este tipo de caso no se han realizado a
fondo, por lo tanto sugieren que este tipo de hallazgos debe corroborarse con otro
tipo de estudios diferentes a la técnica de MLPA.

De igual forma se sugiere en este estudio que la duplicacion en el CNE9 genera
una regulacién negativa de la transcripcion del gen Shox, esto fundamentado en
que el CNE9 segun reportes de Sabherwal y Col’, es el enhancer con mayor

importancia en la regulacién de la transcripcion del gen Shox.

Para la paciente ISS 39, la cual presenta una perdida en la region del intron 6b, no
puede asegurarse que exista una correlacion de este hallazgo con su fenotipo de
talla baja. Sin embargo esta delecion se presenta como nuevo reporte a la base de
datos de mutaciones del gen SHOX (Figura N° 12).
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De esta manera, este estudio es el primero a nivel nacional y el segundo a nivel
latinoamericano que intenta describir el comportamiento del Gen SHOX en
pacientes con ISS, encontrando que nuestra poblacién presenta una frecuencia
del 9,6% semejante a la reportada en la literatura mundial. Por otro lado nuestro
grupo pudo describir dos nuevas mutaciones, la del paciente ISS 39 con una del
en el intron 6b del gen SHOX y la del paciente ISS06 con una duplicacion en el
CNE 9 (region reguladora del gen SHOX), demostrando que en principios estas

pérdidas / ganancias son patogeénicas.
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9 CONCLUSIONES

9.1 Este estudio permitié caracterizar fenotipicamente a 52 pacientes con
diagnostico de talla baja idiopatica, encontrando que todos los pacientes tenian un
fenotipo normal, de estos 35 fueron mujeres y 17 hombres, con un promedio de
edad cronologica de 11,3 + 6,3 afos, talla promedio de 122,6 + 21,6 cm y peso
promedio de 28,3 £ 13,6 gr y solamente 7 pacientes presentaban un fenotipo leve

de talla baja desproporcionada.

9.2 Mediante este estudio se logré establecer la frecuencia de mutaciones en el
gen SHOX en pacientes colombianos con talla baja idiopética, reportando una

frecuencia de 9,6% en 52 pacientes con diagnostico de ISS.

9.3 En el grupo de pacientes se determino una frecuencia del 7,7%
correspondiente a deleciones, y las duplicaciones se presentaron en con una

frecuencia del 1,9%.

9.4 No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre el grupo de
pacientes sin alteraciones del gen Shox y el grupo con alteraciones del gen Shox.

9.5 Se establecid que 2 de los pacientes heredaron la mutacién de uno de sus
padres, un paciente presento mutacién de novo, y a 2 pacientes con hallazgos en
shox no se les pudo determinar el origen de la mutacion debido a que no se

obtuvieron datos del padre.
9.6 se reportan dos nuevos hallazgos que no habian sido reportados en la

literatura, estos corresponden a una delecion en el intron 6b y una duplicacion que
abarca el CNE 9.
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9.6 En este estudio se realizo el hallazgo de una duplicaciébn en uno de los
elementos reguladores en un paciente con diagnostico de talla baja, y esta

mutacion fue heredada por linea paterna.
9.7 el presente estudio sugerir acorde con la literatura que los pacietnes con

diagnostico positivo de Shox se les debe suministrar tratamiento con Hormona de

crecimiento.
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10 RECOMENDACIONES

10.1 Sugerimos ampliar el grupo de estudio incluyendo pacientes con
diagnostico de talla baja idiopética de todas las regiones del pais, para poder
confirmar la frecuencia mutacional del gen shox y sus CNE en Colombia.

10.2 Se recomienda realizar andlisis de expresion génica en los pacientes con
hallazgos de mutaciones en SHOX y sus CNE, y especialmente en el paciente
que presenta la duplicacién en el CNE 9.

10.3 A los pacientes que salieron con diagnostico de MLPA negativo para Shox,
se sugiere realizarles secuenciacion directa a nivel exonico, o bien realizarles

estudios a nivel de receptores de hormona de crecimiento y sus ligandos.

10.4 Implementar estudios en colombia en modelo animal para SHOX con el fin

comprender completamente el mecanismo de accion de la proteina Shox.
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11 ANEXOS



ANEXO N° 1: Curvas de crecimiento y desarrollo de la OMS

Estatura para la edad Ninas

Organizacién
Mundial de la Salud
Puntuacion Z (2 a 5 afios)

4 afos
Edad (en meses y afios cumplidos)

Patrones de crecimiento infantil de la OMS

Estatura para la edad Nifios

Puntuacién Z (2 a 5 afios)

Estatura (cm)

3 afios

! 4 afos :
Edad (en meses y afios cumplidos)

Patrones de crecimients infantil de la OMS
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ANEXO N° 2: FORMATO DE RECOLECCION DE INFORMACION

PROYECTO GENESER: CARACTERIZACION MOLECULAR DEL GEN SHOX Y SUS REGIONES
REGULADORAS EN UNA MUESTRA DE PACIENTES CON TALLA BAJA IDIOPATICA DE LA CIUDAD DE
BOGOTA
FORMATO DE RECOLECCION DE INFORMACION

Fecha: __ [ |

Cod.

Nombre |

Edad

Fecha Nacimiento:| ddlimimV 333

Natural y procedente |

Identificacion:

| C.C| T |R.C |C.E |CNV|NUIP !

Género: F M Teléfonos:

Centro de Referencia:

Antecedentes Familiares

¢ Tallamaterna:

(Percentil

Antecedentes perinatales

s Presento RCIU :

Antecedentes Patologicos

» Edad de Diagnéstico:

Antecedentes farmacolégicos:

Si No
L]

Uso de hormona de crecimiento:

+ Edad gestacional al nacer Peso:

) Talla paterna : _ (Percentil )

) Talla: P__ )

Edad de inicio de tto:

Fenotipificacion
¢ Medidas antropométricas:

o Talla: (P

o Segmento superior:

) Envegadura:

Peso:

Segmento inferior:

CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION DEL ESTUDIO:

estandarizada por los clinicos asociados al
proyecto).

Cariotipo convencional normal en pacientes de
sexo femenino

Secrecién normal de hormona de crecimiento
(GH), valorada por un test de estimulo, adecuado
para la edad.

INCLUSION EXCLUSION
+ Nifios entre 2 y 16 afios L o
* Talla por debajo de 2 desviaciones estandar (SD) * g::?sltednecgc’;mgga de crecimiento (GH)
. . ] .
ajusiaq«? para edad cronolgg{ca, generoy * Cualquier tipo de displasia esquelética.
poblacién (Tablas de Crecimiento y Desarrollo ¢ Enfermedades crénicas (cardiopatias, nefropatias,

neumopatias, DNT, enfermedades genéticas,
enfermedades gastrointestinales, hipotiroidismo,
canceres, inmunodeficiencias)

Deformidad de Madelung

Diagnostico de retardo constitucional de Crecimiento y
Desarrollo valorado por indice maduracional

RCIU (Restriccion del Crecimiento Intra Uterino)
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ANEXO N° 3: FORMATO CONSENTIMIENTO INFORMADO

Hoja 1/3

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN ElI PROYECTO DE
INVESTIGACION:

PROYECTO GENESER: CARACTERIZACION MOLECULAR DEL GEN SHOX'Y SUS
REGIONES REGULADORAS EN UNA MUESTRA DE PACIENTES DE BASE HOSPITALARIA
CON TALLA BAJA IDIOPATICA

EXPLICACION DEL PROYECTO DE INVESTIGACION AL PACIENTE Y SU FAMILIA

OBJETIVO: Caracterizar molecularmente el gen SHOX y sus elementos conservados no

codificantes (CNE) en una muestra de pacientes con talla baja idiopéatica de la ciudad de Bogota

PROCEDIMIENTO: Se realizard una entrevista clinica con el paciente y sus familiares o personal
responsable del menor con el fin de recolectar la informacién clinica necesaria. Se procedera a
tomar una muestra de maximo 7 mililitros de sangre por venopuncion en el brazo del paciente. El
riesgo de la toma de esta muestra de sangre es minimo y no se han descrito situaciones adversas
gue afecten la salud del paciente como consecuencia de este procedimiento. Las muestras seran
enviadas posteriormente al Instituto de Genética de la Universidad Nacional para la realizacion de

los estudios moleculares.

RIESGOS E INCOMODIDADES: La participacién en este estudio representa riesgo minimo para la
salud e integridad del menor y las molestias y efectos adversos estaran representados
exclusivamente por la toma de muestras referida en el procedimiento que pueden incluir dolor

minimo, infecciones, sangrado y/o hematomas (morados).

BENEFICIOS ADICIONALES: Este estudio tiene para usted el (los) siguiente(s) beneficio(s)
adicional(es): 1. Deteccion de mutaciones en el gen SHOX en su hijo o menor a cargo, en el caso
gue las tuviese. 2. Proporcionar mas informacién al médico tratante de su hijo o menor a cargo,
sobre la etiologia de la talla baja, en este caso, por mutaciones en el gen SHOX. 3. Colaborar en
el proceso clinico para dar un mejor abordaje en esta patologia, de modo que con el resultado de

este estudio, se contemplen determinadas medidas terapéuticas.
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MANEJO DE RESULTADOS: Los resultados de las pruebas seran facilitados a usted si asi lo

desea.

OTRA INFORMACION PERTINENTE: En el curso del estudio se le suministrara a usted cualquier

tipo de informacién nueva, derivada de éste, que pueda modificar su participacion en el mismo.

Las muestras e informacion que usted aportd seran empleadas para el desarrollo de ESTA

investigacion.

Solo algunos casos, la informacion y muestras suministradas por usted se pueden emplear en
otros estudios clinicos o de ciencias basicas. SIEMPRE SE LE PEDIRA una autorizacion por
escrito en caso de que usted autorice que su informacion y muestras o la informacién y muestras
DEL MENOR A SU CARGO, sean empleadas en otros estudios. Por ello le solicitamos que revise
el formato de AUTORIZACION donde usted puede aprobar o rechazar el empleo de la informacién

y muestras en las circunstancias alli mencionadas.
Usted podra, en el momento que lo desee, retirar las muestras del almacenamiento.

Si usted cree que ha sufrido una lesion relacionada con la investigacién o desea cualquier
informacion adicional, por favor llame a los teléfonos mencionados anteriormente

Hoja 2/3

INVITACION A PARTICIPACION EN EL PROYECTO.

Usted y su hijo o menor a cargo, esta siendo invitado a participar en un estudio de investigacion
propuesto por el Instituto de Genética Humana y el Servicio de Pediatria de la Universidad
Nacional, el Hospital Universitario de la Misericordia, el Hospital Militar Central y el Departamento
de Medicina Interna de la Universidad Javeriana — Hospital San Ignacio. Es muy importante que

usted lea y entienda ciertos puntos importantes en la realizacién de este estudio:

a) Su participacion en este estudio es totalmente voluntaria.

(b) Este estudio puede generar beneficios directos sobre usted y su familia, ya que en algunos
pacientes se detectaran mutaciones en el gen SHOX, las cuales explicaran la causa de la talla baja
de usted o su familiar y de acuerdo a estos datos, el médico tratante podra ofrecerle determinadas
alternativas terapéuticas. Ademas, esta investigacién nos permitira clarificar muchos conceptos
sobre el desarrollo de la TALLA BAJA IDIOPATICA.
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(c) Usted en nombre del menor a su cargo puede retirarse del estudio cuando lo desee. La
revocatoria de este consentimiento no tendra perjuicio alguno sobre la relacion médico-paciente ni

consecuencia alguna en la calidad de atencion médica que se le suministre.

(d) Ninguna persona involucrada en este estudio recibira beneficios econémicos como pago por su

participacion.

(e) Este estudio no tiene ningun interés econémico por parte nuestra o de las instituciones

colaboradoras.

(f) Participar en este estudio no tiene ningun costo para usted.

(g) CONFIDENCIALIDAD: Los registros con la informaciéon de cada individuo permaneceran
archivados en el Instituto de Genética de la Universidad Nacional. Las historias médicas, los
resultados de examenes y la informacién que usted nos ha dado son de caracter absolutamente
confidencial, de manera que, solamente usted y el equipo de investigacién tendra acceso a estos
datos. Por ninglin motivo se divulgara esta informacion sin su consentimiento. Cuando los
resultados de este estudio sean reportados en revistas médicas cientificas o en congresos

cientificos, los nombres de todos aquellos que tomaron parte en el estudio serdn omitidos.

(h) La naturaleza de este estudio, sus riesgos, sus inconvenientes, incomodidades y cualquier
informacioén importante esta resumida a continuacién y sera explicada por el grupo investigador. Si
tiene algun interrogante sobre el estudio por favor no dude en manifestarlo a alguno de los

investigadores, quien con mucho gusto, le contestara sus preguntas.

Para mayor informacién, llame en Colombia al 3165000 EXT 11631, para comunicarse con el
Instituto de Genética Humana de la Universidad Nacional, Carrera 44 Numero 26 - 85 o al correo

por Internet: hmvelascop@unal.edu.co

Adicionalmente, si usted no esta satisfecho con la forma como se esta conduciendo este estudio o
tiene otras preguntas concernientes a sus derechos como participante del estudio, por favor

contacte al mismo teléfono o correo electrénico mencionados antes.
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Hoja 3/3

AUTORIZACION

El ingreso a este estudio es voluntario. Usted tiene derecho a retirarse del estudio en cualquier

momento. Los investigadores guardaran las muestras para realizar estudios sobre la PRESENCIA
DE MUTACIONES DEL GEN SHOX EN PACIENTES CON TALLA BAJA IDIOPATICA. Sin

embargo usted también puede autorizar el uso de su muestra en estas circunstancias:

En estudios de investigacion de patologias distintas a la entidad objeto ['Si  No
de esta investigacién (TALLA BAJA IDIOPATICA), siempre y cuando se
conserve en anonimato mis datos de identificacién y los del menor a

mi cargo

En estudios de investigacion colaborativos con otras instituciones USi  [No
nacionales y/o internacionales, siempre y cuando exista acuerdo
interinstitucional previo, aprobacién del comité de ética y se conserve

en anonimato mis datos de identificacién y los del menor a mi cargo

AUTORIZACION PARA LA TOMA DE MUESTRAS E INCLUSION VOLUNTARIA EN EL ESTUDIO:
‘PROYECTO GENESER: CARACTERIZACION MOLECULAR DEL GEN SHOX'Y SUS REGIONES
REGULADORAS EN UNA MUESTRA DE PACIENTES DE BASE HOSPITALARIA CON TALLA
BAJA IDIOPATICA
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Yo, identificado  con

documento numero de , acepto

voluntariamente que se me tome a mi 0 a mi hijo (a) o menor a mi cargo,

cuyo nombre es

muestras de , con el fin de almacenarlas para
el estudio molecular de MUTACIONES DEL GEN SHOX. Asi mismo,

declaro que se me ha explicado Y HE ENTENDIDO la presencia de los

riesgos y el manejo que se le dara al material de muestra.
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Firma del padre

Nombre:

Identif:

Teléfono:

Responsable del menor

Nombre:

Identif:

Teléfono:

Testigo 1
Nombre:

Identif:

Teléfono:

Investigador

Firma de la madre
Nombre:
Identif:

Teléfono:

Sujeto de investigacidn (mayor de 7 afios)

Testigo 2
Nombre:
Identif:

Teléfono:

Fecha:




ANEXO N° 4: SALSA MLPA KIT P018-E1 SHOX, MRC HOLLAND

Length | SALSA MLPA i e Ligation site Partial sequence (24 nt Distance to
(nt) probe NM_000451.3 adjacent to ligation site) next probe
P-telomere / start PAR1 region 227 kb
211 ~ 09333-L10292 PPP2R3B gene CGTCCGAGTTCC-ACTCGCGCTACA 273.0 kb
SHOX region 4.7 kb before start
265 01341-L06221 LOC159015 SHOX gene GCCTGGAACAGA-ACTTCCGCGGGG 4.7 kb
SHOX startcodon 692-694
166 01145-L00702 SHOX exon 1 95-100 TTTCTACTGCAA-ACAGAAATGGGA 6.7 kb
204 01146-L06220 SHOX exon 2 920-921 ACCACGTAGACA-ATGACAAGGAGA 3.6 kb
245 01147-L00802 SHOX exon 3 1032-1034 CGGGCAGACCAA-GCTGAAACAGAG 6.2 kb
300 01148-L15501 SHOX exon 4 1198-1199 CAGAACCGGAGA-GCCAAGTGCCGC 0.2 kb
335 01149-L00910 SHOX exon 5 1261-1262 ACAGCCAACCAC-CTAGACGCCTGC 3.5 kb
231 09337-L00S11 | SHOX exon 6 (6a) 1506-1507 AAGCAACAGCAA-GAATTCCAGCAT 6.4 kb
SHOX stopcodon 1568-1570
226 09336-L00708 SHOX intron 6 6.4 kb after exon 6 | TGGCTTCACGAG-TTCAGCCCATTG 6.4 kb
1.4 kb before exon 7
392 09338-L15503 SHOX exon 7 (7b) (only present in TCCCACATTCTT-GGAATCACAATG 56.8 kb
NM_006883.2)
136 05642-L05096 Xp22.32-PAR1 GCAGCAGTGAAA-GTGAGCATTCCC 19.8 kb
154 13821-L14642 Xp22.32-PAR1 GATGGCTGATAA-TTACTCCGTATG 114 kb
172 = 05643-L15705 Xp22.32-PAR1 ACACCACCAGAGT-TACTTGAATCAA 45.4 kb
198 13296-L15336 Xp22.32-PAR1 GGAAAACCACGT-TCCTATCGATCC 57.7 kb
318 § 05645-L05099 Xp22.32-PAR1 TGTTCCCACCGT-AAAACTCACTCC 8.5 kb
432 § 05646-L15507 Xp22.32-PAR1 TGCATGTCTGCT-TTTTGAATGGCC 10.7 kb
463 § 13297-L15510 Xp22.32-PAR1 TACAGCAAATGA-TACGTATAAATT 6.3 kb
290 § 06291-L06222 Xp22.32-PAR1 CTTGAAAGGGCA-GGAACTCTAATT 0.4 kb
184 § 06293-L06219 Xp22.32-PAR1 TAATTGATGAGA-TGCAGAAGCCAG 15.4 kb
148 05648-L06218 Xp22.32-PAR1 TGGTGCTGAAAT-GAGGAAGCCCTG 48.7 kb
178 05649-L15335 Xp22.32-PAR1 TGAGGAGGTACC-TCAAAGCTAAAC 64.4 kb
439 09335-L15508 Xp22.32-PAR1 GAAATTCAGTTT-TAATAACACAGA 66.0 kb
370 14697-L16348 Xp22.32-PAR1 CTCTGGTGAGAT-GCCATCTAGAGA 338.0 kb
400 13911-L16505 CRLF2 gene GAATGCCAGCAA-ATACTCCAGGAC 73.9 kb
386 10251-L15502 CSF2RA gene GACAAGCCTTCT-GCTCTGTGAGTT 69.8 kb
142 13597-L15055 IL3RA gene TGCACAGATAAG-TTTGTCGTCTTT 280.7 kb
310 ~ 01153-L00712 ASMT gene GACATCCCAGAA-GTGGTGTGGACG 4443.7 kb
End of PAR1 region
283 + 05587-L04577 NLGN4X gene Xp22.32 GACGGCTTGGGT-GATGCACGAAAT 2311.9 kb
238 + 06402-L09795 KALL gene Xp22.31 GTTTCCTGAAGC-GTGTGCCCACAA 1208.9 kb
328 + 02566-L10170 GPR143 gene Xp22.2 GGGCGCTGGAGT-CCCAACTTACCT 5095.4 kb
274 + 03906-L03066 FANCB gene Xp22.2 TCTCATCAGAAT-TCTCCCTATAAA 114321.4 kb
420 + 00820-L15506 AIFM1 gene Xg25 TATTGGTCTTGT-GGACAGTAGTTT 25732.3 kb
Start of PAR2 region
355~~% | 01156-L00659 | VAMP7 - Very close to
o gene (PAR2) Xq28 TGTGGGAAAAGT-GTTTCCATTCTG o-telomere
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ANEXO N° 5: SALSA MLPA KIT P018-F1 SHOX, MRC HOLLAND

- T =" - -~ =---Trr°-TT-TT- T Tt Tttt T T TT T T TS - T T T TTTT T T TTTTT T T T T T Rt
Length | SALSA MLPA e Ligation site Partial sequence (24 nt Distance to
(nt) probe NM_000451.3 adjacent to ligation site) next probe
P-telomere / start PAR1 region 227 kb
211 ~ 09333-1.10292 PPP2R3B gene CGTCCGAGTTCC-ACTCGCGCTACA 273.0 kb
266 | 01341-L20651 SHOX region 4.7 kb before start | oo recancaca-ACTTCCGCGGGE 47 kb

LOC159015 SHOX gene
SHOX startcodon 692-694
166 01145-L00702 SHOX exon 1 99-100 TTTCTACTGCAA-ACAGAAATGGGA 6.7 kb
204 01146-L06220 SHOX exon 2 920-921 ACCACGTAGACA-ATGACAAGGAGA 3.6 kb
245 01147-L00802 SHOX exon 3 1032-1034 CGGGCAGACCAA-GCTGAAACAGAG 6.2 kb
300 01148-L15501 SHOX exon 4 1198-1199 CAGAACCGGAGA-GCCAAGTGCCGC 0.2 kb
337 01149-L19676 SHOX exon 5 1261-1262 ACAGCCAACCAC-CTAGACGCCTGC 3.5 kb
231 09337-L00911 | SHOX exon 6 (6a) 1506-1507 AAGCAACAGCAA-GAATTCCAGCAT 6.4 kb
SHOX stopcodon 1568-1570
226 09336-L20178 SHOX intron 6 6.4 kb after exon 6 | TGGCTTCACGAG-TTCAGCCCATTG 6.4 kb
1.4 kb before exon 7
392 09338-L15503 SHOX intron 6 (only present in TCCCACATTCTT-GGAATCACAATG 56.8 kb
NM 006883.2)
136 05642-L05096 Xp22.32-PAR1 GCAGCAGTGAAA-GTGAGCATTCCC 19.8 kb
154 13821-L14642 Xp22.32-PAR1 GATGGCTGATAA-TTACTCCGTATG 11.4 kb
172 05643-L15705 Xp22.32-PAR1 ACACCACCAGAGT-TACTTGAATCAA 45.4 kb
199 13296-L20175 Xp22.32-PAR1 GGAAAACCACGT-TCCTATCGATCC 57.7 kb
318§ 05645-L05099 Xp22.32-PAR1 TGTTCCCACCGT-AAAACTCACTCC 8.5 kb
432 § 05646-L15507 Xp22.32-PAR1 TGCATGTCTGCT-TTTTGAATGGCC 10.7 kb
463 § 13297-L15510 Xp22.32-PAR1 TACAGCAAATGA-TACGTATAAATT 6.3 kb
290 § 06291-L06222 Xp22.32-PAR1 CTTGAAAGGGCA-GGAACTCTAATT 0.4 kb
185 § 06293-L20177 Xp22.32-PAR1 TAATTGATGAGA-TGCAGAAGCCAG 15.4 kb
148 05648-1.06218 Xp22.32-PAR1 TGGTGCTGAAAT-GAGGAAGCCCTG 48.7 kb
178 05649-L20176 Xp22.32-PAR1 TGAGGAGGTACC-TCAAAGCTAAAC 64.4 kb
442 09335-L19679 Xp22.32-PAR1 GAAATTCAGTTT-TAATAACACAGA 66.0 kb
377 14697-L19677 Xp22.32-PAR1 CTCTGGTGAGAT-GCCATCTAGAGA 338.0 kb
403 13911-L19678 CRLF2 gene GAATGCCAGCAA-ATACTCCAGGAC 73.9 kb
386 10251-115502 CSF2RA gene GACAAGCCTTCT-GCTCTGTGAGTT 69.8 kb
142 13597-L15055 IL3RA gene TGCACAGATAAG-TTTGTCGTCTTT 280.7 kb
310 ~ 01153-L00712 ASMT gene GACATCCCAGAA-GTGGTGTGGACG 706.4 kb
453 16858-L15742 ZBED1 gene TCGTCAAGAGCA-ACACGGAGCAGA 593.8 kb
End of PAR1 region
254 + 16846-L20647 ARSF gene Xp22.33 CATCCATATAAT-TATGGGTTTGAC 536.9 kb
328 + 16898-L19768 PRKX gene Xp22.33 CGATTAGGAAAC-ATGAAGGTCAGT 2606.5 kb
283 + 05587-L04577 NLGN4X gene Xp22.31 GACGGCTTGGGT-GATGCACGAAAT 2311.9 kb
238 + 06402-L09795 KAL1 gene Xp22.31 GTTTCCTGAAGC-GTGTGCCCACAA 6304.2 kb
274 + 03906-L03066 FANCB gene Xp22.2 TCTCATCAGAAT-TCTCCCTATAAA 114321.4 kb
420 + 00820-L15506 AIFM1 gene Xg26.1 TATTGGTCTTGT-GGACAGTAGTTT 25732.3 kb
Start of PAR2 region

. Very close to
355~~% | 01156-L00659 | VAMP? gene (PAR2) Xq28 TGTGGGAAAAGT-GTTTCCATTCTG g-telomere

96




ANEXO N° 6: LISTA DE REVISION DE DATOS CRUDOS

6.1. Raw data checklist

Yes

=
o

Is there a very high baseline?

Are high background signals and/or shoulder peaks / split peaks present?

Is the size standard pattern unusual, e.g. sloping, broad peaks?

Do you see spectral pull up/pull down patterns in the colours?

Are there irregular current patterns?

Are all peaks lower than ~5 % of the fluorescence maximum of the sequencer?

Are one or more peaks above the fluorescence maximum of the sequencer?

Is there too much signal sloping?

O @ N Uk e

Have the longer peaks a much broader base than the shorter peaks?

-
o

. Are spiky peaks present?

=
[y

. Are there any peaks in the 'No DNA’ reaction that are longer than 100 nt and

higher than 50% of the Q fragments at 64-70-76-82 nt? (see note 3)

o |jojog|jo|jojojo|jo|jojo|g

O |ojojojojojojo|o|jo|o

-
"]

. Are all four Q-fragments higher than one third of the height of the 92 nt

ligation-dependent control fragment and the longer MLPA probes (see note 23)

u}

u]
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ANEXO N° 7: CARTOGRAMA DE FLUJO PARA LA EVALUACION DEL PATRON DE
PICOS OBTENIDO POR ELECTROFORESIS CAPILAR

Go back to Sample treatment, MLPA reaction or Fragment separation |17

1. Control fragment 92 nt + probe NO [ Primer-peak or primer NO 1. Check fluorescent label (note 21).
amplification products present? (note p| dimers visible (20-60 nt P 2. Check size standard peaks. If absent, ]
23) region)? repeat electrophoresis.
YES ¢
All Q-fragments visible? (64- NO » 1. PCR failed. Repeat PCR using same ligation
YES v 70-76-82 nt) (note 23) reaction (note 16). 2. Probemix not added.
2. Peak signals of Q-fragments (64, YES 1. No DNA present (note 25).
70, 76 & 82 nt): larger than half the YES 2. Ligation reaction failed (note 26).
signal of the ligation-dependent peak
(92 nt)? (note 23) Amount of DNA too low (note 25).
NO Repeat MLPA reaction with more DNA.
3. Unexplainable loss of YES [ Peak signals of D-fragments | yEs | ["complete sample DNA demtul'atipn (not.e 2_7)'
some signals and increase (88 and/or 96 nt) smaller L. Use less sample DNA when possible; this reduces the
of others? than 1/3 of the signal of the 7| contaminants which may cause denaturation problems. 1
92 nt contral fragment? 2. Ethanol pr'ec_ipita?l:e DNA samples.
NO 3. Use suggestions in note 27
4. Extra peaks visible in NO ¢
‘no DNA control’ reaction? 1. Incomplete hybridisation: check heated lid and thermocycler settings (note 28).
(note 3) 2. Overloading capillaries in some apparatus (e.g. ABI3700) may result in signals in
NO + neighbouring capillaries. Use less PCR product or reduce injection time (note 29).
5. Any extra peaks visible? YES 3. Denaturation of injection mixture before the fragment separation was omitted (note 30).
nNo |
6. Excessive primer-dimer YES
. - ’ _p ——>| Try the alternative PCR protocol mentioned in note 19. |—
formation visible?
NO 1. The PCR products may have been degraded. Rerun MLPA amplification products
h 4 YES using high quality mineral oil and formamide.
7. Split peaks visible in | 2. Denaturation of injection mixture was omitted (note 30).
several MLPA probe signals? 3. High salt concentration in the injection mixture may cause secondary structure. Do
NO L not use more PCR product than ~1/10 of the total volume of the injection mixture.
4. Capillary electrophoresis temperature is too low.
8. All peak signals too low? YES
(lower than 5% of maximum ﬁbl Are MLPA and size standard peaks low and broad? I—bl Replace capillaries or gel (note 31). |—
detectable signal)
NO YES
NO 1. Increase capillary injection time or injection voltage (note 29). If this doesn't help:
2. Repeat PCR, using 40 cycles; reduce time between addition of polymerase mix and PCR start. If this doesn't help:f——
3. Repeat capillary electrophoresis and increase amount of PCR product.
A 4
9. One or more peak signals YES o ;{ep[eat_capillaly ele(ttl'ipéw?;{esi_s émge. 29); d
too high (off-scale)? »| 1. Decrease amount of | C  product injecte
2. Decrease capillary injection time and/or voltage
NO ¢

1. Check run current: this should be a flat line; if not, check
vESs [Does the size standard | YES separation buffer & injection mixture for air bubbles.

10. Check for sloping: are
peaks of long MLPA probes

more than 3 times lowar than (ROX, TAMRA, LIZ, D1) .| 2. Formamide (note 32), gel (note 31) or capillaries may
those of shorter MLPA show the same sloping? need to be replaced. i
robes? (note 33) 3. Capillaries overloaded; try using less PCR product. Rerun
probes: - NO l MLPA products after diluting the MLPA products.
NO 1. Test the evaporation during the hybridisation reaction (note 34).

2. DNA samples may contain substances that inhibit the PCR reaction (note 33). —1
3. For extensive information see www.mlpa.com > MLPA procedure > Raw data evaluation

A

11. Are there large — —
differences in relative peak YES 1. Cause 1: impurities in the DNA sample (note 33).

) e ~ | 2. Cause 2: use of extremely large amounts DNA (old/evaporated/viscous samples).
areas between different > X o e ) ) )
3. Cause 3: overloading of capillaries has saturated the fluorescent detection device (note 29).
samples that do not make X 3 . o L
cense? 4. Cause 4: peak broadening due to deteriorated gel or capillaries (note 31).

NO ¢
12. Proceed with Data
Analysis (see chapter 7).
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