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Background: Achondroplasia and hypochondroplasia are skeletal dyspla-
sias of autosomal dominant inheritance that represent different degrees of severity of the same
pathological entity. Both dysplasias are caused by mutations in the Fibroblast Growth Factor Recep-
tor 3 (FGFR3) gene. In achondroplasia more than 95% of the cases studied to date carry the same
mutation (G380R). Hypochondroplasia represents a greater clinical and genetic heterogeneity, pos-
sibly being confused with “idiopathic short stature”. The N540K mutation has been detected in 50-
70% of cases of hypochondroplasia and mutations at the 650 locus in approximately 2.8%. Aim: To
assess the frequency of N540K and G380R mutations, and changes at the 650 locus in Chilean pa-
tients with idiopathic disproportionate short stature, hypochondroplasia and achondroplasia. Pa-
tients and Methods: We studied 21 patients referred for idiopathic short stature, 5 with clinically
suspected hypochondroplasia and 4 with achondroplasia. The G1138A, G1138C (G380R), and
C1620, C1620A (N540K) mutations and the nucleotide changes at the 650 locus were studied using
PCR and restriction analysis of genomic DNA. Results: Three out of five hypochondroplasia patients
were heterozygous for the N540K mutation. All of the 4 patients with achondroplasia presented the
G1138A mutation. None of these mutations were found in patients with idiopathic short stature.
Conclusion: Chilean patients with hypochondroplasia and achondroplasia have the same muta-
tions described in other ethnic groups. The identification of mutations in 3 out of 5 patients with
hypochondroplasia shows that this analysis is a useful tool for its diagnostic confirmation. In short
stature the molecular study should only be indicated in those cases presenting other clinical and/or
radiological features of hypochondroplasia (Rev Méd Chile 2003; 131: 1405-10).
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Las displasias 6seas constituyen un problema en
el diagnéstico diferencial del nifio con talla
baja, en especial aquellas formas clinicamente
menos evidentes, como la hipocondroplasia. Den-
tro de las displasias 6seas, la mas frecuente es la
acondroplasia, con una incidencia estimada de 15
a 40 en 100.000 nacimientos. Se cree que la
incidencia de la hipocondroplasia se acerca a este
namero, pero es dificil de establecer dada la
dificultad del diagnéstico clinico y radioldgico.

La acondroplasia y la hipocondroplasia repre-
sentan distintos grados de severidad de una
misma patologia. La primera se caracteriza por un
enanismo de predominio rizomélico, talla baja de
nacimiento y una serie de dismorfias, entre las
cuales destacan: macrocefalia, hipoplasia de la
region maxilar, acortamiento de los huesos largos
y dedos, y radiolégicamente, platispondilia, dismi-
nucién de la distancia interpedicular de la colum-
na lumbar, deformidad de las regiones
metafiso-epifisiarias, huesos iliacos cuadrados y
marcadamente disminuidos de altura y un fora-
men magnum pequefio, entre otras. El diagndstico
fenotipico es evidente en cualquier etapa de la
vida, incluso en ocasiones durante el periodo
prenatall-.

La hipocondroplasia, en cambio, es una displa-
sia 6sea més leve, con talla de nacimiento general-
mente dentro del rango normal, acortamiento de
extremidades menos marcado, talla final mayor y
sin las caracteristicas faciales de la acondroplasia.
La sutileza de las manifestaciones observadas en
la hipocondroplasia, junto con una talla final
mayor que la encontrada en acondroplasia hacen
que ésta pueda confundirse con una talla baja
idiopatica. Las caracteristicas radiologicas mas
frecuentes de esta entidad, descritas por Hall y
Spranger en 1979, incluyen falta de progresion o
disminucion en la distancia interpedicular lumbar,
acortamiento de los huesos iliacos, huesos largos
cortos y engrosados en grado variable, a veces
con irregularidad metafisiaria, acortamiento difuso
y simétrico de los huesos tubulares de las manos,
elongacién relativa del extremo distal de los
peronés, acortamiento relativo del extremo distal
de los cubitos®. Prinster et al estudiaron las
caracteristicas radioldgicas en pacientes con hipo-
condroplasia, portadores y no portadores de la
mutacién N540K, concluyendo que las alteracio-

nes radioldgicas mas frecuentes en ambos casos
correspondian a aquellas de la columna lumbar y
de los peronés®.

Ambas condrodisplasias son de herencia auto-
sémica dominante, siendo la mayoria de los casos
causados por mutaciones ocurridas de novo. La
causa molecular de la acondroplasia fue inicial-
mente ligada a la regiébn cromosOmica 4p y luego
identificada como una mutaciéon en el gen del
Receptor del Factor de Crecimiento de Fibroblasto
3, FGFR3. En mas de 95% de los casos de
acondroplasia estudiados hasta la fecha, se descri-
be la misma mutacién activante, una transicion de
G a A en el nucledtido 1138 del ADNc, resultando
en una sustitucion de glicina por arginina en la
posicion 380 de la proteina en la region trans-
membrana del receptor-12,

Con el hallazgo de mutaciones en FGFR3 en
pacientes con diagnéstico clinico de hipocondro-
plasia se confirm6 que ambas displasias compar-
tian la etiologia genética. En 50-70% de los casos
de hipocondroplasia estudiados hasta la fecha se
han encontrado las mutaciones C1620A y C1620G,
ambas produciendo la sustitucién N540K, ubicada
en el dominio tirosina-quinasa 1 de la protei-
nal314 En un menor nimero de casos (+2,8%)
con fenotipos mas sutiles, se han encontrado
mutaciones en el codén 650 del ex6n 15 de
FGFR3, y en familias aisladas se han descrito las
mutaciones 1538V, N540T, N328l y N540S. Se cree
que en aproximadamente 27% de los pacientes
existe heterogeneidad de locus, con exclusiéon de
ligamiento a 4p16.315-20,

Nuestros objetivos fueron estudiar la presencia
de las mutaciones N540K, N650 y G380R en
pacientes chilenos que cumplian con los criterios
clinicos y radiologicos de acondroplasia e hipo-
condroplasia, y evaluar su utilidad en el diagnosti-
co diferencial de pacientes con talla baja
aparentemente idiopatica.

PACIENTES Y METODOS

Se incluyeron en el estudio todos los pacientes
con talla baja idiopatica con algin grado de
desproporciéon de segmentos corporales y aque-
llos clasificados con el diagnéstico clinico de
acondroplasia o hipocondroplasia que fueron
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referidos a nuestro hospital entre noviembre de
1999 y noviembre de 2000. El protocolo se realizé
bajo las normas éticas de Helsinki y no tuvo
objeciones por parte del Comité de Etica de la
Facultad de Medicina de la Pontificia Universidad
Catdlica de Chile.

Los criterios de inclusién para los pacientes
con talla baja idiopética fueron: puntaje Z de talla
menor de -2 y relacién de segmentos corporales
(superior vs inferior) entre +1 y +2 DE, utilizando
graficos de McKusick et al?l, En todos ellos se
habia descartado previamente patologias endocri-
nas o metabdlicas.

Los pacientes referidos con diagndstico clinico
de hipocondroplasia tenian puntaje Z de talla menor
a -2, relacién de segmentos corporales mayor a +2
DE y presentaban a lo menos dos caracteristicas
fenotipicas tales como: macrocefalia relativa, braqui-
dactilia y rizomelia/mesomelia o alteraciones radio-
I6gicas, siendo lo més frecuente, una falta de
progresion o estrechamiento en la distancia interpe-
dicular lumbar. Los pacientes con acondroplasia
tenian un diagnostico evidente por su fenotipo.

Se obtuvo una muestra de sangre periférica de
cada paciente, de la cual se extrajo ADN gendémi-
co por el método de Lahiri. En todos los pacientes
se estudiaron las mutaciones G1138A y G1138C,
C1620A y C1620G, asi como los cambios en el
codén 650.

Amplificacion: Para el estudio de acondroplasia se
amplificé por PCR el exén 10 y para hipocondro-
plasia los exones 13 y 15 con partidores ya
descritos813.15 E| PCR se llevé a cabo en un
volumen final de 50 pL con una mezcla de
reaccion que contenia: partidores 0,5 UM, buffer
de reaccion (10 mmol Tris- HCI, 50 mmol KCI), 1,5
mmol MgCl,, 0,2 mmol dNTPs, 2 U de Taq
polimerasa, 10% DMSO y 5 pL de ADN gendémico
(50-150 ng/pl). El programa de amplificacién para
los 3 PCR consistié en: una denaturacion inicial de
94°C por 5 min, 35 ciclos de 95°C por 30 s, 60°C
por 30 s, 72°C por 30 s y una extension final a
72°C por 5 min. El producto de PCR se analizé en
geles de agarosa al 1%, comprobandose la presen-
cia de productos de 164, 578 y 335 bp correspon-
dientes a los exones 10, 13 y 15, respectivamente.

Digestion: Todas las digestiones se realizaron con
10 U de enzima (excepto 20 U para Alul) a 37°C

durante alrededor de 18 h, analizandose los
productos de digestion en geles de agarosa NuSie-
ve al 3%. Las mutaciones G1138A y G1138C
presentes en acondroplasia fueron estudiadas con
las enzimas Scfl y Mspl que crean sitios de
restriccion. En un sujeto heterocigoto para la
mutacion G1138A, al digerir con Scfl, se observan
fragmentos de 109 y 55 bp, mas alla del producto
no digerido de 164 bp, mientras que en heteroci-
gotos G1138C, al digerir con Mspl, se observan
fragmentos de 107 y 57 bp (mas 164 bp). Para el
estudio de hipocondroplasia se digiri6 el exén 13
con BspMI, por lo que en un sujeto heterocigo-
toADN para la mutacion C1620A o C1620G se
pierde un sitio de restriccién y se encuentra un
fragmento de 514 bp (ademas de los de 367, 147 y
64 bp). Al digerir este exdon con Alul se gana un
sitio de restriccion cuando esta presente el cambio
C1620G y se observan fragmentos de 339 y 239 bp
(ademas del de 578 bpy 64 bp). Alteraciones en el
codén 650 del exdon 15 generan la pérdida del
sitio de restriccién de la enzima Bbsl, por lo que
en un sujeto heterocigoto se encuentran un
fragmento de 335 bp, ademas de los de 230 y 130
bp. En este coddn es posible encontrar cambios
en cualquiera de sus tres bases, generandose
distintos fenotipos por lo que al perderse el sitio
de restriccion se debe secuenciar el producto de
PCR para identificar qué mutacion esta presentel®.

REsuLTADOS

Durante el periodo de estudio evaluamos 21
pacientes con diagndstico de talla baja idiopatica
definida segun los criterios ya detallados. De ellos,
12 eran varones y 9 mujeres con edades que
fluctuaban entre 2 y 14 afios. Ademas evaluamos a
5 pacientes en quienes se sospech6 clinicamente
una hipocondroplasia con edades de 2 a 38 afios,
e incluimos en el estudio a 4 pacientes con
diagnéstico clinico de acondroplasia.

En los pacientes con talla baja idiopética no se
detecté ninguna de las mutaciones estudiadas,
aun en aquellos que ademas de la talla baja,
tenian un criterio diagndstico adicional de hipo-
condroplasia.

En los pacientes con hipocondroplasia se
detectaron mutaciones en 3 de 5 pacientes, dos
fueron heterocigotos para la mutacién C1620G y
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Tabla 1. Caracteristicas clinicas y mutaciones en pacientes con hipocondroplasia

Edad Sexo Puntaje SS/SI* Fenotipo RX Mutacion
Z talla

4a 6m M -3,3 >+2 DE MC, B No tiene C1620G/wt

19a 8m M -5,5 >+2 DE MC, B, MM AE** C1620G/wt

2a 10m F -3,0 >+2 DE MC, RM, B FPL, AE C1620A/wt

38a F -3,5 >+2 DE MC, B, MM Normal wit/wt

8a 7m F 5,1 >+2 DE MC, B, RM FPL, AE wt/wt

MC: Macrocefalia, B: Braquidactilia, RM: Rizomelia, M: Mesomelia, FPL: Falta de progresion lumbar, AE:

Acortamiento y engrosamiento huesos tubulares.

*Handbook of Normal Physical Measurements, p 220-287, Ed Oxford Univ. Press *RX columna no disponible.

wt wildtype, alelo no afectado por las mutaciones.

Alul BspMdl

100 s C 1 H C C

by

Ficura 1. Gel representativo del andlisis de la
mutacion N540K en hipocondroplasia. Columna
1. Estandar de peso molecular. Columnas 2, 3:
Digestion con Alul en controles normales sélo se
observa producto de 578 bp. Columna 4: Diges-
tion con Alul en paciente con la mutacion
C1620G, se observa producto de 578 bp y
fragmentos de 339 y 239 bp. Columnas 5 y 6:
Digestion con enzima BspMI en controles nor-
males fragmentos de 367 y 147 bp. Columna 7:
Digestion con enzima BspMI en paciente con la
mutaciéon C1620A, se observan fragmentos de
514 bp, 367 bp y 147 bp.

uno para la mutaciéon C1620A (Tabla 1). La Figura
1 muestra un gel representativo con los productos
de digestion. El primer caso con la mutacion
C1620G detectado por nosotros fue confirmado
por secuenciacion automatica. La mutacién
C1620A habia sido previamente diagnosticada en
el laboratorio de diagnéstico molecular de Univer-
sity of Colorado Health Sciences Center. En nuestra
casuistica no se detectaron cambios en el codon
650. En 4 de 5 pacientes se pudieron obtener las
radiografias diagnoésticas y en 3 de ellos pudimos
evaluar radiografia de columna lumbar. No se
observaron diferencias fenotipicas entre los pa-
cientes con hipocondroplasia portadores de la
mutacién y los que no la presentaron (Tabla 1).

Todos los pacientes con acondroplasia fueron
heterocigotos para la mutacion G1138A. En la
Figura 2 se muestra un gel representativo mostran-
do la digestion con Scfl en 2 casos con la
mutacién G1138A.

Sfel
C A C

10Hihp

164 hp

Ficura 2. Gel representativo de la digestion con Sfcl
para el estudio de la mutacion G1138A en acondro-
plasia. Columna 1: Estdndar de peso molecular.
Columna 2 y 4: Controles normales con solo produc-
to de 164 bp. Columna 3: Paciente con acondroplasia
con fragmentos de 164, 109 y 55 bp.
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Discusion

Este estudio representa el primer analisis genético-
molecular en pacientes con acondroplasia e hipo-
condroplasia en poblacidn chilena, confirmandose
gue en 95-100% de los pacientes con acondropla-
sia se encuentra la mutacion G380R y que la
mutacion predominante en hipocondroplasia es
N540K.

Nuestro estudio confirmé que la etiologia
molecular de estas displasias 6seas en poblacién
chilena es semejante a la de otras etnias. En los
casos de acondroplasia, siendo el diagndstico
fenotipicamente evidente, no es necesario confir-
mar el diagnéstico con andlisis molecular. Sin
embargo, siendo la hipocondroplasia una displa-
sia esquelética leve, con una talla final entre 127 y
152 cm vy caracteristicas clinicas y radiologicas
sutiles, especialmente en los primeros afios de
vida, el estudio genético-molecular es un elemen-
to de gran utilidad en la confirmacién diagnostica.
Dado que la hipocondroplasia es de herencia
autosdmica dominante, la confirmacion molecular
de esta enfermedad es también de utilidad para el
consejo genético de los pacientes.
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