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ANTECEDENTES.

La blefarofimosis o sindrome blefarofimosis-ptosis-epicanto inverso, es un
padecimiento genético raro y que puede ocurrir de forma esporadica o con patron
hereditario autosomico dominante. Se cree que es consecuencia de defectos
genéticos actuando sobre la orbita y el parpado durante la embriogenesis. Existen
dos formas de este padecimiento: el tipo | donde existe una malformacion
compleja del parpado y la orbita asociado a falla ovarica temprana y el tipo Il
donde el defecto del parpado y la orbita ocurren de forma aislada. La
blefarofimosis fue reportada por primera vez en 1841 por Von Ammon, la triada de
blefarofimosis-ptosis-epicanto inverso en 1889 por Vignes y el reconocimiento
como sindrome fue hecho por Kohn. Por lo general ambos lados de la cara estan
afectados aunque no de forma simétrica. Algunas otras alteraciones presentes son
telecanto, desplazamiento de la salida del conducto lagrimal, parpado superior en
forma de S, lagaftalmos, ectoprion, nistagmus, microoftalmia, amblioplia,
estrabismo e hipoplasia de la caruncula ademas de las anomalias en la orbita.
Este padecimiento se habia rastreado al cromosoma 3923, sin embargo por medio
de un estudio de enlace se encontré que esta patologia esta también asociada al
cromosoma 7p21-p13.

El gen TWIST codifica un factor de trascripcién de la familia de proteinas
basicas hélice-asa-hélce, y se cree que es un regulador rio arriba de los factores
de crecimiento de fibroblastos (FGFRs), ademés de que tiene un papel importante
en la morfogénesis del tubo neural craneal y la diferenciacion las células
mesodérmicas. Las mutaciones en este gen a sido relacionado con las
creneosinostosis sindromicas mayores como Apert, Crouzon, Pfeiffer y mas

estrechamente con el sindrome de Saethre-Chotzen.



Estas patologias son mas comunes que la blefarofimosis y es la asociacion del
gen TWIST, el cromosoma 7, el Sindrome de Saethre-Chotzen con el hallazgo del
involucro de este cromosoma con la blefarofimosis o que desperto el interés de
conocer si en efecto existen mutaciones del gen TWIST en nuestros pacientes con

blefarofimosis.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

¢Las mutaciones en el gen TWIST, causa de las craneosinostosis sindromaticas,

juega un papel en el desarrollo de la blefarofimosis?



JUSTIFICACION.

La blefarofimosis presenta malformaciones que cusan inconformidades
estéticas importantes asi como algunas implicaciones funcionales. El manejo de
estos pacientes, aun en manos expertas, es un reto debido a su complejidad y
resultados variables. La etiologia exacta del sindrome blefarofimosis-ptosis-
epicanto inverso, continda siendo una interrogante. Aunque se ha observado que
en el caso de craneosinostosis sindromica una sola mutacion puede ser la
responsable. Por lo que consideramos de suma importancia éstos estudios para
esclarecer la asociacion de mutaciones en estos genes para que se presente éste

padecimiento.

OBJETIVO.
Identificar la presencia del alelo ins 308A gen TWIST2 en pacientes con

blefarofimosis y la asociacion de este gen en dicho padecimiento.

HIPOTESIS.

Si las mutaciones en el gen TWIST estan presentes como causa de las
craneosinostosis sindromaticas, entonces éstas mutaciones se encontraran con
mayor frecuencia en la poblacién afectada por el sindrome blefarofimosis-ptosis-

epicanto inverso .



DISENO.

Se trata de un estudio descriptivo, abierto, observacional, prospectivo y

transversal.

MATERIALES Y METODO.

Universo de estudio.
Pacientes con blefarofimosis, conocidos del Servicio de Cirugia Plastica y

Reconstructiva del hospital Dr. Manuel Gea Gonzalez durante los ultimos 10 afios.

Numero total de casos del estudio = 8
y 24 controles de poblacion sana que acudi6 al banco de sangre

Forma de asignacion de los casos a los grupos de estudio:
Secuencial.

Caracteristicas del grupo control y del (los) grupo(s) experimental(es)

Un grupo lo forman los pacientes afectados y otro, pacientes sanos tomados de la
poblacion general

. Criterios de seleccion:

Personas que presenten blefarofimosis.

. Criterios de Inclusion.

Pacientes con blefarofimosis, que acudan al servicio de cirugia plastica y
reconstructiva y acepten participar en el estudio.

Criterios de exclusion.

Pacientes con alguna enfermedad, sindrome o condicién concomitante que pueda

alterar los resultados del estudio. Pacientes y familiares que no deseen participar
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en el estudio..
Criterios de eliminacion.
Aquellos pacientes de los que no se pueda obtener una muestra de sangre para la

extraccion de DNA.

Definicion de variables

Independientes. Dependientes.
Variable Escala (intervalo, Variable Escala (intervalo,
ordinal, nominal) ordinal, nominal)
Nominal: SI, NO Nominal: SI, NO
Blefarofimosis Mutaciones
Sexo Alelos del gen
Edad twist

Descripcion de procedimientos.

SELECCION DE PACIENTES.

Todos los pacientes casos seran valorados por un cirujano plastico y por un
genetista para establecer el diagndstico clinico de blefarofimosis y descartar una
condicién sindromatica.

Todos los pacientes del grupo control serdn valorados por cirujano plastico y por
genetista para confirmar que no sean portadores de craneosinostosis asi como de

ningun sindrome.

TOMA DE MUESTRAS.

A todos los pacientes se les tomara una muestra de 3 ml de sangre periférica con

técnica estéril, en tubos con EDTA. Estos seran procesados para extraccion de
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ADN vy analisis genético en el Ilaboratorio de biologia molecular e
histocompatibilidad de la direccion de Investigacion del Hospital por los mismos
investigadores en todos los casos, tanto en los pacientes del grupo de casos como

en los del grupo control, de manera ciega.

ANALISIS GENETICO.

Obtencién de DNA (22, 23): Se tomaran de cada sujeto, 3 ml de sangre periférica,
con EDTA como anticoagulante. Se obtendra el paquete de leucocitos por
centrifugacién a 1,600 xg a 4°C, durante 15 min. Se obtendra el paquete de
leucocitos. Los eritrocitos se eliminardn con dos o tres lavados de 5 mM de MgCls,
centrifugando cada vez a 1,600 xg a 4°C durante 15 min, hasta obtener el paquete
de leucocitos libre de eritrocitos. El paquete se tratara con: 50 mM NacCl; 10 mM
EDTA, pH 8.0; 10 mM Tris-HCI, pH 7.6; 0.2% SDS; 300 ug/ml proteinasa K y se
incubara durante 12 h a 53°C.

El DNA se extraerd dos veces con fenol equilibrado (v/v), dos con
fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (24:1) (v/v) y dos con cloroformo alcohol
isoamilico (24:1) (v/v). En cada extraccion se agitara suavemente la mezcla hasta
su homogeneizacién y se centrifugard durante 15 min a 4°C. El DNA sera
precipitado con 100 mM final de NaCl y un volumen de isopropanol. Una vez
precipitado, se lavara con etanol al 70%, se dejar4 secar y se resuspendera en

500 pl de TE (10 mM Tris-HCI, pH 8.0; 1 mM EDTA, pH 8.0).

Cuantificacion del DNA. El DNA extraido de cada sujeto se diluira 1:100 y se leera
a 240 nm, 260 nm y 280 nm. La concentracion del DNA se calculard tomando la

lectura a 260 nm X la dilucion X 50 (coeficiente de extincion molar del DNA). La
12



pureza se verificard haciendo las relaciones de las lecturas a 260/240 y 260/280,

que deben estar entre 1.7 y 2.0.

Se analizara la presencia de la mutacion ins A en la posicion 308 del gen

twist 2;

Gen TWIST localizado en el cromosoma fwd 5-CAAGAAGTCTGCGGGCTGTG-3’

y rev 5-AATCGAGGTGGACTGGGAACCG-3’ con 512-bp.

Verificacion de la amplificacion por electroforesis en gel de agarosa.

Los productos de amplificacion se analizaran en geles de agaroasa al 2%

tefiidos con bromuro de etidio (10 pg/uL)

Con la ayuda del transiluminador debera observarse una sola banda cuyo
tamafo debe corresponder al indicado en el parrafo anterion .

El método de RFLP (fragmentos polimérficos de longitud variable) consiste en

identificar un alelo especifico digiriendo al DNA con la endonucleasa Tru 9 que

reconoce sitios restringidos del DNA, que dan lugar a fragmentos de diferentes

tamafnos. Estos fragmentos se separan por electroforesis en agarosa al 3%. Las

bandas se haran evidentes por tincion con bromuro de etidio.
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Resultados

Amplificacion del alelo del gen TWIST2-

Todas las muestras de DNA de los pacientes con blefarofimosis, asi como los
testigos correspondientes de cada grupo, se amplificaron con el par de
iniciadores. En las figuras se observan las bandas obtenidas de algunas de las
amplificaciones de la region 308 TWIST2 con un tamafo de 512 pb, lo cual
confirma que la amplificacion especifica de la region se llevo a cabo.

Fig 1:
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Se Muestran las amplificaciones de los pacientes de blefarofimosis B con un
namero consecutivo, PM (100pb Roche) y los testigos T con un ndamero
consecutivo.
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Digestiones de los alelos del gen TWIST2-

Para determinar los alelos de la poblacion, todos los productos de la PCR se
digirieron con endonucleasas de restriccion especificas (Tru9) y los productos de
la digestion se analizaron por medio de electroforesis en geles de agarosa.

Para determinar los alelos de la poblacion, todos los productos de la PCR se
digirieron con endonucleasas de restriccion especificas (Tru9) y los productos de

la digestion se analizaron por medio de electroforesis en geles de agarosa.

Se muestran geles representativos de la amplificacion de la region que contiene la
mutacion

Fig 2: Digestiones de los alelos del gen TWIST2
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Se Muestran las digestiones de los productos de PCR con la endonucleasa Tru 9
PM (100pb Roche), los pacientes de blefarofimosis B con un nidmero consecutivo
y los testigos T con un nimero consecutivo.
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Genotipos y alelos-

Los resultados de los experimentos anteriores permitieron identificar el tipo de
genotipo de cada paciente y testigo de blefarofimosis, para cada region
polimorfica. A partir de estos datos se calcularon las frecuencias genotipicas y

alélicas correspondientes para cada polimorfismo.

TABLA 1: Frecuencia Genotipica

Genotipo Pacientes Testigos
FG % FG %
Twist 1/1 10.00 31.82
Twist %2 0.00 0.00
Twist 2/2 90.00 68.18

Tabla 2: Frecuencia Alélica

Genotipo Pacientes Testigos

56.25
twist insA 1 43.75
Twistins A 2 34.0909091
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Analisis estadistico:

El analisis estadistico de los alelos y genotipos realizadas con prueba de Yates y
chi cuadrada no mostraron diferencias significativas entre los pacientes afectados

con blefarofimosis y la poblacién sana.

Discusién

Las variantes génicas o0 SNPs heredadas en la secuencia de DNA, contribuyen
a la variacion fenotipica, influenciando las caracteristicas antropomorficas
individuales, la respuesta al medio ambiente y el riesgo a enfermedades. Con la
secuenciacion del genoma humano, se ha visto que del 0.1% de variacion que
separa a un individuo de otro, la mayoria proviene de los SNPs. A través del
analisis del genoma humano se han identificado variaciones en genes
relacionadas con enfermedades, lo cual ha abierto la posibilidad de identificar las
variantes genéticas de diferentes poblaciones humanas, asociar su presencia con
fenotipos individuales, incluyendo susceptibilidad a enfermedades y determinar el
impacto funcional de la variacion. Son pocos los padecimientos en los que la
mutacion de un solo gen es suficiente para causar la enfermedad. La mayoria de
las enfermedades tienen una arquitectura genética compleja, en la que se
involucra mas de un gen. La asociacion de SNPs con enfermedades tiene un gran
potencial para la aplicacion clinica directa, al proporcionar mas y nuevos
marcadores genéticos especificos para su uso en el diagndstico y como posibles
blancos terapéuticos

Un ejemplo de lo anterior es el gen TWIST el cual junto con otros genes como
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el FGFR, FOX, HOXA etc. Pueden causar por si solos con una simple mutacion
sindromes de craniosinostosis como Apert, Crouzon, Pfeiffer, Sathre-Chotzen
entre otros.

Dado que el gen TWIST es un regulador de otros genes surgio la hipotesis de
si era factible que dicho gen jugara un papel importante en la etiologia del
sindrome blefarofimosis-ptosis-epicanto inverso el cual es una patologia mucho
mMAas rara que las anteriores.

Los resultados del presente estudio no arrojaron diferencias significativas con
el resto de la poblacion general, esto muy probablemente al nhumero reducido de
pacientes afectados. Es necesario reunir una muestra mayor de estos pacientes
aungue debido a la rareza de la patologia, juntar un numero mayor de pacientes

tomara bastante tiempo.

Este estudio muestra la poblacion de pacientes con blefarofimosis del
Departamento de Cirugia Plastica del Hospital General Dr. Manuel Gea Gonzalez
y que en ellos no hay una clara evidencia de que el gen TWIST sea causa de esta
patologia. Sin embargo esto puede cambiar si se logra capturar un numero mayor
de pacientes. También abre la posibilidad para buscar otros genes que pudieran
estar mas intimamente relacionados con la blefarofimosis.

Perspectivas: Se pretende aumentar el tamafio de la muestra con un mayor
namero de pacientes y testigos, asi como estudiar otros SNP’s en genes que ya

se han observado que estan involucrados en Craneosinostosis.
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