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Resumen

El estudio de pacientes con talla baja es complejo y requiere de algoritmos diagnésticos en los cuales la evaluacién por
parte de Genética es esencial, buscando descartar sindromes genéticos que puedan explicar las manifestaciones del
paciente. Entre estas posibles causas, las displasias esqueléticas deben ser tomadas en todo momento como una posi-
bilidad diagnostica. Presentamos el caso de una familia en la cual en el probando y en su progenitor se detecté una va-
riante probablemente patogénica no descrita previamente en el gen ACAN el cual codifica el Proteoglicano (PG)
Aggrecan, componente fundamental en el crecimiento 6seo endocondral y en el cartilago articular, y cuya alteracion en
estado de heterocigoto produce la Displasia Esquelética Espdndiloepifisiaria tipo Kimberley (SEDK) y otros trastornos
conocidos como aggrecanopatias. Los andlisis genéticos moleculares se convierten en estudios mandatorios para lo-
grar el diagndstico acertado en estos casos. Se espera que el estudio de estas condiciones dé luces para la mejor com-
prensién de la fisiopatologia de la Osteoartritis y para el desarrollo de nuevos tratamientos para su manejo, dada su
elevada prevalencia en adultos mayores ya que en ella la degeneracién del aggrecano juega un rol central.

REPORTE DE CASO

Se trata de infante masculino de 2 afios, primer hijo de padres
no consanguineos, sin antecedentes relevantes del embarazo y
del parto a término y sin complicaciones, quien es referido a la
consulta de Genética por su médico pediatra por talla baja se-
vera (- 5DS), y con un proceso de sospecha diagndstica en cur-
so de una displasia esquelética. El paciente tiene dos medios

hermanos paternos (Figura 1).
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Al examen fisico el paciente presentaba hallazgos dismorfolé-
gicos leves que incluian hipoplasia de la parte media de la ca-
ra, puente nasal plano, macrocefalia relativa, protuberancia
frontal, braquidactilia y lordosis (Figura 2). Evaluaciones ra-
diograficas a los 11 meses de todo el esqueleto revelaron co-

mo unico hallazgo notable ensanchamiento en copa de ambos

Figura 1. Pedigri Familiar
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El probando y su padre afectados ambos por una mutacién en el gen ACAN
que origina un codén de parada prematuro. El padre del probando tuvo
cirugia por hernia de disco con cambios degenerativos a los 43 afos, una
talla de 1.61 m pero sin otras manifestaciones fenotipicas llamativas que
sugieran una displasia esquelética. Un medio hermano de 22 afos tiene
antecedentes de problemas en la articulacion de la rodilla con rotura y
cambios degenerativos en los meniscos, pero sin prueba genética
disponible.
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Figura 2. Fascie del paciente

A) Paciente a los 8 meses de edad. B) Paciente a los 14 meses de edad. Nétense la hipoplasia del tercio medio facial, el puente nasal plano, la
protuberancia frontal, la macrocefalia relativa y la lordosis.

fémures con discreto acortamiento longitudinal de ambas ti-
bias con curvatura anteroposterior sugerente de displasia
6sea (Figura 3), y con un estudio edad 6sea, que revelaba
una edad dsea avanzada para la edad de 1 afio y 3 meses (4
meses). El paciente recibié estimulacién temprana por haber-
se detectado un ligero retraso del desarrollo psicomotor con
hipertonia y al afio ya cumplia con todos los hitos del desa-
rrollo. En el proceso de evaluacién se realizaron pruebas

genéticas moleculares.

Pruebas Moleculares

Se realizé un estudio de Secuenciaciéon de Genoma Completo
(WGS) con Andlisis Multiomico (Centogenome © MOx 2.0, Cen-
togene), que involucra también el estudio transcriptémico. El
ADN gendmico fue fragmentado enzimaticamente y marcado
con secuencias adaptadoras compatibles con llumina. Las li-
brerias fueron secuenciadas desde ambos extremos (paired-
end) en una plataforma Illlumina para generar una profundidad

de cobertura media de ~30x. Se aplicé un proceso bioinforma-

tico basado en el proceso Dragen de Illumina, asi como el pro-

ceso bioinformatico interno del proveedor.

Las lecturas fueron alineadas con el ensamblaje del genoma
Genome Reference Consortium Human Build 37 (GRCh37/
hg19), asi como a la secuencia de referencia de Cambridge (re-
vised Cambridge Referece Sequence; rCRS) del ADN mitocon-
drial humano (NC_012920).

Las variantes de secuencia (SNVs/indels) y las variantes en el
numero de copia (CNVs) fueron llamadas usando el algoritmo
Dragen, Manta y propio. Se evaluaron todas las variantes con
una frecuencia alélica minoritaria (MAF) inferior al 1% en la ba-
se de datos gnomAD, y las variantes causantes de enfermedad
reportadas en HGMD?®, en ClinVar o en el Biodatabank (Cento-
gene).

Aunque la evaluacidn se centr6 en los exones codificantes y las

regiones intronicas flanqueantes, el gen completo se interrogd
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Figura 3. Evaluacién radiolégica del paciente

Evaluacién radiolégica del paciente con talla baja a los 11 meses. En los miembros inferiores se observa el ensanchamiento en copa de ambos fémures
con discreto acortamiento longitudinal de ambas tibias con curvatura anteroposterior sugerente de displasia 6sea (A,B,C).

en busca de variantes candidatas con una asociacién plausible
con el fenotipo. Se consideraron todos los patrones potencia-
les de modo de herencia. Ademds, se utilizaron los anteceden-
tes familiares y la informacién clinica proporcionada para
evaluar las variantes identificadas con respecto a su patogeni-
cidad y causalidad de la enfermedad. Las variantes se clasifican
en cinco clases (patogénica, probablemente patogénica, VUS,
probablemente benigna y benigna) siguiendo las directrices
del ACMG para la clasificacion de variantes ademas de las reco-
mendaciones de ClinGen. Se informaron todas las variantes re-

levantes relacionadas con el fenotipo del paciente.

Se aislé el ARN a partir de CentoCard®. El ARN mensajero
(ARNm) se enriquecio, fragmento y transcribié en ADN com-
plementario (ADNc). A continuacion, se realizé la ligacion de
los adaptadores y la amplificacion de las librerias, que se se-
cuenciaron por pares en una plataforma lllumina. Los datos de
secuenciacion se procesaron mediante un pipeline bioin-

formatico propio. Las lecturas de secuenciacién se evaluarén

mediante herramientas de control de calidad con el fin de ga-
rantizar la integridad de los datos e identificar posibles proble-
mas (lecturas de baja calidad, contaminacién por adaptadores,
etc.). Posteriormente, las lecturas se alinearon frente al genoma
de referencia GRCh37/hg19 mediante STAR, que permite de-
terminar con precisién los eventos de splicing. Se aplicaron cri-
terios de calidad para aceptar o rechazar los datos de
secuenciacion. Los datos aceptados se analizaron y se utiliza-
ron como pruebas adicionales para evaluar el efecto de la va-

riante en el proceso de splicing.

RESULTADOS

Se detectd una variante en el gen ACAN, consistente en c.
2591del p. (Pro864Leufs*81) en estado de heterocigoto, que
causa un cambio en el marco de lectura a partir del codén
864. El nuevo marco de lectura termina en un codén de para-
da 80 posiciones adelante. Se clasifica como probablemente
patogénica (clase 2) de acuerdo con las recomendaciones de
Centogeny la ACMG (Tabla 1).
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Tabla 1. Resumen de la variante encontrada

MutationTaster: N/A
Conservation nt: N/A

Conservation aa: N/A

Gen Coordenadas Cambio de Parametros Frecuencia Tipoy
aminoacido/ in silico* alélicas™* clasificacion***
Cigocidad
ACAN NM_013227.3 p.(Pro864Leufs*81) / PolyPhen: - gnomAD: - | Alteracion del
(c.2591del) Heterocigota marco de lectura
Align-GVDG: ESP: -
N/A Probablemente
1000 G: - patogénica

SIFT: CentoMD (clase 2)
N/A

Hallazgos en pacientes con estatura baja del estudio Whole Genome Sequencing with Multiomics Analysis 2.0. (Centogenome® MOx 2.0). El padre del

probando tiene la misma mutacién. Anotacién de la variante en base a OTFA (utilizando VEP v94). * AlignGVD: CO: menor probabilidad de interferir con la

funcién, C65: mayor probabilidad de interferir con la funcién; predictores de splicing: Ada y RF scores. ** Genome Aggregation Database (gnomAD),
Exome Sequencing Project (ESP), 1000Genomes Project (1000G) y CentoMD® (ultima versién disponible). *** en base a las recomendaciones de la ACMG.

Obtenidos estos resultados y en la discusién con los padres del
paciente emergieron datos no comentados previamente rela-
cionados con el padre y uno de los medios hermanos del pa-
ciente. El padre tuvo a los 43 aios, una cirugia por hernia de
disco y el medio hermano mayor, padecimientos en una de sus
rodillas con ruptura y cambios degenerativos en sus meniscos.
Basados en estos datos y en la indicacién del proceso
diagndstico, se procedié a realizar el estudio de secuencia-
cion del gen ACAN en los padres, detectdndose la misma mu-
tacion en el padre del probando. Al momento de escribir el
articulo no habia sido posible investigar a los medios herma-

nos del paciente.

DISCUSION

La integridad del desarrollo y funcionamiento de los elemen-
tos de sostén del organismo entre los que se encuentran los
del sistema esquelético y la matriz extracelular, depende a su
vez de la integridad molecular de sus componentes. Alteracio-
nes genéticas en los mismos pueden producir anomalias en la

estructura y en la talla de los individuos.

Entre estos elementos estructurales moleculares se encuentran
los glicosoaminoglicanos y los proteoglicanos. Los glicosami-
noglicanos (GAGs) son polisacéridos de origen mesodérmico,
propios de los tejidos animales y consisten en heteropolisaca-

ridos constituidos por carbohidratos complejos de gran ta-

manfo no ramificados compuestos por unidades de disacaridos
repetidas. Los Proteoglicanos (PG), por otro lado, tienen una
estructura formada por glicosaminoglicanos unidos a un es-

queleto central de proteina o core [1].

Los PG son moléculas muy variables, ubicuas y con multiples
roles en el organismo aparte del rol estructural ya menciona-
do, y que incluyen division celular, adhesién, extensién, migra-
cién, quimioatraccion, guia de axones, ensamblaje de matriz
extracelular, captacién de lipoproteinas, protedlisis e ingreso
de los virus a las células e interactian con muchas moléculas
tales como factores de crecimiento, proteinas de unién a facto-
res de crecimiento, proteasas extracelulares, inhibidores de
proteasas, moléculas de la matriz extracelular y son capaces de
controlar gradientes y disponibilidad de citoquinas, quemo-
quinas y morfégenos entre otras moléculas y en diversas cir-
cunstancias y entornos celulares, como los involucrados en
homeostasis, desarrollo embrionario, reparacién y en el meca-

nismode enfermedades como el cancer [1,2].

A pesar de esta gran diversidad de ubicaciones y roles, com-
prenden el nimero relativamente pequefo de 50 genes rela-
cionados al esqueleto central de proteina [3]. Una de las
diversas formas de clasificar a los PG consiste en dividirlos en
familias en base a su localizacion predominante, resultando
cuatro clases principales (intracelular, superficie celular, perice-

lular y extracelular) [4].
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Alteraciones genéticas en los PG se han asociado a distintas
condiciones, aparte de diversos tipos de cancer, y que incluyen
la Enfermedad de Alzheimer, desérdenes relacionados al ami-
loide, implicaciones en procesos infecciosos como el relaciona-
SARS-CoV-2,

Ehlers-Danlos entre otras [3,5].

do al ateroesclerosis Sindrome de

y el

Muy relacionado con el Sindrome de Ehlers-Danlos y sus muy
diversas manifestaciones, estan las relacionadas a otros defec-
tos de los PG en la matriz extracelular con un efecto marcada-
mente estructural y que producen alteraciones del esqueleto.
Dentro de las familias de PG que tienen predominio extracelu-
lar, se encuentra a su vez la familia Hyalectan/Lectican que in-
ACAN, VCAN, NCAN vy BCAN,

correspondientes a los PG aggrecan, versican, neurocan y bre-

cluye cuatro genes:

vican respectivamente [4].

De entre estos, el gen ACAN mapeado en 15g26. 1, produce el
Aggrecan, que es una proteina de 250 kDa a la cual se encuen-
tran unidos unas 100 cadenas de condroitin sulfato y unas 30
de keratan sulfato. Tiene una funcidon predominantemente es-
tructural, ya que constituye el principal componente de la ma-
triz del cartilago de los vertebrados, particularmente en el
cartilago o placa de crecimiento (facilitando la formacién ésea
endocondral) y en el cartilago articular, proveyendo, gracias a
sus caracteristicas de gel hidratado, las condiciones necesarias
para cumplir con la funcién de soporte de peso que realizan

las articulaciones [6].

S Dateki resume las caracteristicas moleculares del Aggrecan
y los hallazgos de por lo menos 25 mutaciones en el gen
ACAN relacionadas con talla baja sindrémica y no sindrémica
[7], y que agrupadas dan lugar a un conjunto de condiciones
conocidas como Agrecanopatias, y que incluyen principal-
mente la Displasia Espondiloepifisaria tipo Kimberley (SEDK)
(Spondylo Epiphyseal Dysplasia Kimberley type), la Osteo-
condritis Disecante Familiar, la Macrocefalia con Displasia Epi-
fisaria Multiple y facies distintiva, Displasia Espondilo-
epimetafisaria tipo aggrecano y varios fenotipos idiopaticos

de baja estatura [8].

La talla de un individuo es un rasgo cuantitativo y multifacto-
rial [9,10], donde hay un componente genético relacionado a

la talla de los padres que determinara un resultado equivalente

al promedio de la talla de los progenitores, pero su estudio es
complejo e implica necesariamente algoritmos diagndsticos
en los que hay que tomar en cuenta muchos factores aparte de
los genéticos que incluyen los nutricionales, endocrinolégicos

y ambientales entre otros [11].

Entre otros aspectos, estas caracteristicas clinicas relevantes a
considerar incluyen la simetria y proporcién de los segmentos
corporales del individuo, y cuando la desproporciéon de estos
segmentos corporales puede ser evidenciada acompafando a
una talla baja, es bastante probable que estemos frente a un
posible diagnéstico de una displasia esquelética, las cuales tie-
nen diferentes grados de severidad en cuanto a sus manifesta-
ciones y morbimortalidad. La mayoria de las displasias
esqueléticas son de origen genético y, por lo tanto, junto a la
prolija evaluacién clinica, incluyendo datos radiogréficos y
otros que resulten de importancia, el estudio genético mo-
lecular se convierte en una necesidad para llegar a un diagnés-

tico definitivo [11].

La Displasia Espondiloepifisiaria tipo Kimberley (SEDK), asocia-
do al gen candidato por ligamiento genético por primera vez
en 2002 en una familia de Sudéfrica, es una condicién autosé-
mica dominante caracterizada por baja estatura proporciona-
da, tronco y extremidades cortas y osteoartritis de inicio
temprano [12]. y su nombre estd asociado a que afecta princi-
palmente las epifisis de los huesos largos y las vértebras. Otras
manifestaciones incluyen habito corporal rechoncho; a nivel
vertebral los pacientes pueden presentar osteofitos anterio-
res, irregularidad de la placa vertebral terminal, cuerpos ver-
tebrales escleréticos y platispondilia; a nivel pélvico, epifisis
de la cabeza femoral aplanadas y a nivel de las extremidades
osteoartropatia progresiva de inicio temprano, genu varo o

genu valgo [13].

En nuestro caso, se detecté una variante probablemente pa-
togénica (variante clase 2) en el gen ACAN no descrita previa-
mente, que origina un codén de parada prematuro, el cual
resulta en una degradacién mediada sin sentido (Nonsense-
mediated-degradation or NMD) del mARN del alelo mutante y,
por lo tanto, se presume una haploinsuficiencia para el agreca-
no [14].

aparte de la talla baja de - 5 DS, principal causa de consulta y

Las manifestaciones clinicas de nuestro paciente,

preocupacién, son relativamente leves, siendo lo mas llamati-
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vo una frente ligeramente prominente y las extremidades infe-

riores ligeramente en varo (Figura 2).

El padre del probando, en el cual se detecté la misma muta-
cién, tiene una talla de 1. 61 m y dentro de nuestra poblacién
general pudiese pasar por una persona con una talla promedio
un poco baja, pero no excesivamente llamativa, dentro del es-
pectro posible de la poblacién. El Gnico dato que a priori, nos
pudiese haber hecho pensar en un caso de una displasia es-
quelética familiar, tampoco fue excesivamente grave y tenia
que ver con los antecedentes de una cirugia de hernia de disco
a los 43 afos, y que pudiese estar relacionado con el estilo de

vida de la persona u otros factores no genéticos.

En cuanto al tratamiento para SEDK, dado que estos pacientes
presentan una edad dsea avanzada y un cese de crecimiento
prematuro, la combinacién del bloqueo de la pubertad por
medio de Hormona liberadora de Gonadotropina (GnRH) y el
uso oportuno de hormona de crecimiento (GH), ha resultado
ser beneficiosa para los pacientes con esta condicion, resultan-

do en ganancias en su talla final [7].

La Osteoartritis (OA) es una de las principales causas de disca-
pacidad y fuente de costo social en los adultos mayores. Es un
trastorno degenerativo de las articulaciones sinoviales con una
prevalencia estimada del 10 al 15 % de los adultos mayores de
60 anos. Se considera que la degeneracién del aggrecano esté
involucrada en esta condicién tan comun como parte central

de su fisiopatologia [15,16].

Aungue su comprension ha mejorado en los ultimos afos, to-
davia faltan por comprender por completo los mecanismos in-
volucrados y por qué en los pacientes con SEDK la OA se
presenta de forma prematura. Por ello los pacientes con esta
condicién y otras con estas variantes genéticas son objeto de
estudio para aclarar parte de estos mecanismos y poder en-
contrar soluciones terapéuticas innovadoras, probablemente

por parte de la medicina regenerativa con células madre [17].

CONCLUSIONES

Las pruebas de genética molecular se convierten en un aliado
indispensable para completar algoritmos diagndsticos en ca-
sos de talla baja que resulten inexplicables luego de la deter-

minacion de factores endocrinoldgicos, nutricionales u otras

causas no genéticas, ya que pueden revelar la presencia de va-
riantes patogénicas en genes relacionados, permitiendo asi el
diagndstico de displasias esqueléticas. Este reporte de caso
nos muestra que existe un espectro de variabilidad en la talla
de los individuos, que, a primera vista, no sugiere un diagnoésti-
co de este tipo, pero que puede resultar explicativa y estar sub-
yacente a una talla baja promedio acompanada de una gama
de problemas ortopédicos, con un espectro de manifestacio-

nes variable observados en algunos pacientes.

También este caso nos da un ejemplo mas de la importancia
de orientar el cambio de pensamiento en la practica médica
cotidiana. Esta debe encaminarse hacia el uso rutinario del
diagndstico molecular para aclarar el complejo panorama cli-
nico. En esta ocasion, debido a variantes en una sola molé-
cula, se pueden originar al menos cuatro entidades clinicas
distintas y aparentemente no relacionadas, que forman parte
de las Agrecanopatias. De igual manera en la practica médica
rutinaria, nos enfrentamos constantemente a entidades apa-
rentemente distintas pero que tienen a una sola molécula co-
mo denominador comun, como ya se ha demostrado en

otros muchos casos.

El diagndstico de SEDK, basado en alteraciones en el Aggrecan,
proporciona una fuente de conocimiento para entender por
qué en estos casos se presenta una degeneracion acelerada
del cartilago y encontrar asi métodos terapéuticos mas eficien-
tes para tratar una condicidn con una incidencia tan alta como
lo es la Osteoartritis (OA).
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