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ANALISIS DE MUTACIONES EN EL GEN FGFR2 EN PACIENTES CON
CRANEOSINOSTOSIS SINDROMATICAS.

ANTECEDENTES.

La craneosinostosis, es una de las anomalias craneofaciales mas comunes, con
una prevalencia de 1 en 2,100-2,500 nacimientos' y se caracteriza por el cierre precoz de
una o mds suturas craneales’.

Los casos severos de craneosinostosis causan distorsiones complejas de la anatomia
craneal y se asocian con diversas complicaciones incluyendo: hipertensién intracraneal,
hidrocefalia, sordera, problemas visuales, alteraciones dentales, problemas
respiratorios y retraso mental’.

La sutura es una capa delgada de tejido conjuntivo intermedio que se origina entre los
huesos. Al nacimiento las suturas estan separadas por tejido conjuntivo de tipo
mesenquimatoso. Entre los seis meses y el afio de edad los bordes quedan
yuxtapuestos pero no se fusionan.

Conforme avanza la edad el tejido conjuntivo se va sustituyendo por tejido fibroso y
hacia los 10 a 13 afios las suturas se han cerrado; pero la verdadera osificacion no ocurre

sino hasta la cuarta o quinta década de la vida.

SUTURAS Y FONTANELAS EDAD DE CIERRE
Sutura Metdpica 9 meses — 2 afos.
Sutura Sagital 40 anos.

Sutura Coronal 40 afos.

Sutura Lamboidea 40 afos.
Fontanela Anterior 9 — 18 meses.
Fontanela Posterior 3 - 6 meses.
Fontanela Anterolateral 3 meses.
Fontanela Posterolateral 2 afios.




Tabla1 Edad de cierre de suturas y fontanelas. Adaptada de Aviv RIl, Rodger E, Hall
MC Craniosynostosis Clin Radiol 2002;57:94

En total existen 37 suturas craneales, de ellas las que son clinicamente significativas en
las craneosinostosis se disponen de la siguiente forma:

1.- Sutura Sagital: En linea media anteroposterior, entre los huesos parietales.

2.- Sutura Coronal: Entre el frontal y los parietales.

3.- Sutura Metépica: Entre las dos mitades del hueso frontal.

4.- Sutura Lamboidea: Entre los parietales y el occipital.

En los sitios donde se encuentran tres o cuatro huesos de la bdveda, las suturas se

ensanchan para formar las fontanelas, como:

1.- Fontanela Anterior o Bregmatica de forma cuadrangular, situada entre los dos
parietales y las dos mitades del frontal.

2.- Fontanela Lamboidea que ocupa el espacio triangular entre los parietales y la concha
del occipital.

3.- Otras fontanelas constantes son la ptérica o anterolateral y la astérica o

posterolateral.
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Fig. 1 Suturas y fontanelas. Tomado de Brash JC Texto de anatomia.
La fontanela bregmatica debe cerrarse entre los 14 y 22 meses, la posterior entre el
segundo y tercer mes de la vida; la ptérica o anterolateral alrededor de los tres meses y

la astérica o posterolateral en el segundo afio* *.

La forma en que el crdneo es alterado depende de que sutura se fusione
prematuramente. La sinostosis de la sutura coronal causa braquicefalia, algunas
variantes son la acrocefalia y oxicefalia (cabeza puntiaguda) o la turricefalia (cabeza en
forma de torre). La sinostosis coronal unilateral origina plagiocefalia anterior, asociada
con asimetria de craneo y cara. La dolicocefalia se observa en la fusion prematura de la
sutura sagital, una variante es la escafocefalia (cabeza en forma de quilla). La
trigonocefalia o cabeza en forma triangular resulta del cierre prematuro de la sutura
metdpica. En algunas ocasiones la plagiocefalia posterior es causada por la fusion
unilateral de la sutura lamboidea, pero es mas frecuente que se relacione con fuerzas

mecanicas anormales. La sinostosis compuesta, es decir, cuando 2 0 mas suturas estan



fusionadas, puede causar una morfologia craneal compleja, incluyendo la malformacidn

de “Kleeblattschadel” (craneo en trébol). >

Synestotic
wrigonocephaly ‘ \
=) />

Fig. 2. Formas de craneo. Tomado de Coheny MacLean 2000.

Las craneosinostosis pueden ser aisladas o sindromaticas. Las primeras pueden
clasificarse anatémicamente dependiendo de la sutura fusionada, mientras que las
segundas se clasifican clinicamente en base a los hallazgos craneofaciales y a las
suturas afectadas, las alteraciones en otros drganos y sistemas, y el patron de
herencia. Se conocen mas de 100 sindromes con craneosinostosis. °

Los sindromes clasicos de craneosinostosis que son el objeto de estudio de este
trabajo, se heredan en forma autosémica dominante (AD), e incluyen los sindromes de
Apert (SA), Pfieffer (SP), Saethre-Chotzen (SSC) y Crouzon (SC). Mds adelante se

describe con detalle cada uno de ellos.

La etiologia de la craneosinostosis es heterogénea. Las craneosinostosis aisladas son
de etiologia multifactorial. Por su parte, en las craneosinostosis sindromaticas, se han
identificado mutaciones genéticas en aproximadamente 20% de los casos. Los
principales genes implicados son tres receptores de los factores de crecimiento de

fibroblastos FGFR1, FGFR2 y FGFR3, y el factor de transcripcion TWIST”.



A la fecha se han caracterizado diez diferentes FGFs, sus receptores (FGFRs) estdn
codificados en cuatro genes pardlogos en el humano, que se localizan en 8p11.2

(FGFR1),10q26 (FGFR2), 4p16.3 (FGFR3) y 5q35.1-qter (FGFR4).

Fig. 3. Cromosoma 10 y locus del gen FGFR2. Tomado de Guizar-Vazquez 2001.

El gen FGFR2 estd constituido por 4.5 kb, de las cuales 2.3kb codifican sus 19 exones. Se
han caracterizado dos productos génicos alternativos: KGFR y BEK, esas dos isoformas
son idénticas, excepto por las secuencia de 49 aminoacidos de la segunda mitad del
dominio Ig Il de la regién extracelular del receptor. Esta diversidad se debe a la
presencia de exones alternativos: el exdn B que se expresa en BEK y el K26 que lo hace
en KFGR. Se considera que el “splicing” alternativo es controlado por factores trans-
activadores °. En modelos murinos KGFR se expresa mas en fibroblastos, mientras que
BEK, en osteoblastos.

Los cuatro FGFRs tienen una estructura caracterizada por tres dominios extracelulares
semejantes a inmunoglobulinas (Igl, Igll e Iglll), un segmento transmembranal y un

dominio tirosincinasa (TK1/TK2).
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Fig. 4. Dominios del gen FGFR2 Tomado de Cohen MM 2000.

Los FGFRs son moléculas transductoras de sefiales que atraviesan la membrana celular,
y la unién de factores de crecimiento de fibroblastos (FGFs) y de los proteoglicanos de
heparan sulfato al dominio de unién a ligando (Igll e Iglll) promueve la dimerizacién de

los FGFRs, originando la autofosforilacién de la regién tirosincinasa intracelular °.

Receptor Monomers Receptor Dimerization

A

heparan sulphate
proteoglycan

unphosphorylated trans-phosphorylated
no signalling signalling activated

Fig. 5. Estructura de los FGFRs Tomado de Scriver CR et al, 2001.



La especificidad en la unidon FGF-FGFR es regulada por la remocién y empalme de los
exones llIb y lllc de los FGFRs. El FGF7 y FGF10 activan la isoforma b del FGFR2. Se ha
propuesto ademas, que un cambio conformacional en la region de ligando de los FGFRs

determina la especificidad de otros complejos FGF-FGFR ™.

FGF Receptor

Fig.6 union fgf y fgfr Tomado de Tolarova MM et al 1997

La mayoria de las mutaciones en los FGFRs son de sentido equivocado y todas
confieren ganancia de funcién a la proteina, algunas mutaciones son altamente
recurrentes. Los mecanismos de ganancia de funcién identificados en las mutaciones
de FGFR2 son favorecidos por la afinidad de unidén a los FGFRs altamente selectiva, la
especificidad de unidn a los FGFRs, la dimerizacién covalente independiente de FGFR y
la expresidon ectdpica de formas alternativas de los FGFRs que confieren nuevas
propiedades de unidn a ligando; considerados mecanismos de herencia dominante de

todos los fenotipos asociados.

Los FGFRs se expresan en diferentes tejidos y muestran una expresion compleja,

dependiendo de la etapa del desarrollo, del tejido en el que se encuentre y de los



heterodimeros de los FGFRs. La via de los FGFRs participa en una variedad de procesos

celulares, incluyendo mitogénesis, apoptosis, diferenciacion y migracion.

Se sabe que FGFR1y FGFR2 participan en la embriogénesis temprana, se ha demostrado
que FGFR1 participa en la migracion celular, mientras que FGFR2 participa en la

induccidon del desarrollo de extremidades.

Las mutaciones en FGFR2 se identificaron primero en el SC, después en otras
craneosinostosis. En la actualidad mutaciones heterocigotas en FGFR1, FGFR2 y FGFR3
se han identificado en siete diferentes sindromes de craneosinostosis: SP, SA, SC,
sindrome de Beare-Stevenson, sindrome de Muenke sindrome de Jackson-Weiss y
sindrome de Antley-Bixler.

De acuerdo a los reportes publicados, el espectro de mutaciones de FGFR2, codificadas
en 19 exones, es muy estrecho. De las distintas mutaciones identificadas, el 94 % se
localizan en cada mitad del dominio Iglll: en el exén 8 (111a) y en el exdn 10 (llic), que
corresponde a los residuos de cisteina en la unién disulfuro (la mutacién en el residuo
Cys342 representa aproximadamente el 36% de las mutaciones en Iglil), o en el intrén
que flanquea al exén 10. La remocidn alternativa de intrones une al exon llla con el
exon llIb o en el exdn llic, generando distintas isoformas del FGFR2 con diferentes
propiedades de unién a los FGFs; asi, las mutaciones del exon llic afectan solo la
isoforma FGFR2c. Las mutaciones descritas fuera de esas regiones son mutaciones

puntuales encontradas en un nifio con SC, SBS y en craneosinostosis no sindromaticas

7
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Fig. 7. Esquema de mutaciones. Tomado de Kan et al AM J Hum Gen 70;472-486 2002
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El diagndstico positivo de las craneosinostosis sindromaticas se basa en algunos
elementos bdsicos como la presencia de crdaneo morfolégicamente anormal, la
ausencia a la palpacidon de determinada fontanela, por su osificacién anticipada y
estudio radiolégico simple que evidencia la sutura cerrada. El andlisis de las mutaciones
ayuda a definir la clasificacién clinica de éstos sindromes, por el establecimiento de
similitudes etiolégicas de algunos padecimientos (por ejemplo, el SC 'y SP se deben a
mutaciones de FGFR2), mientras que algunos fenotipos similares pueden deberse a
mutaciones en diferentes genes. El analisis molecular también permite identificar los

padres portadores levemente afectados, asi como el diagndstico prenatal.

El tratamiento de las craneosinostosis es eminentemente quirdrgico, consiste en la
cirugia craneofacial y la correccidn quiridrgica de alteraciones en manos y pies. Estd

indicado por la presencia de hipertension endocraneana, atrofia del nervio dptico,



retraso del desarrollo psicomotor, con fines estéticos y para permitir un crecimiento del
cerebro sin restricciones Se requiere de un equipo multidisciplinario para el manejo de

las anomalias craneofaciales, audioldgicas, oculares, dentales, de extremidades y piels.

A continuacién se describen las craneosinostosis mas frecuentes:

Sindrome de Apert

Se describié por primera vez en 1906, su prevalencia se estima en 1 en 65,000 a 80,000
recién nacidos y se caracteriza por turri-braquicefalia, frontal prominente, hipoplasia
mediofacial, base de crdneo asimétrica, anomalias faciales (hipertelorismo, fisuras
palpebrales dirigidas hacia abajo, exoftalmia, puente nasal deprimido, nariz picuda,
alteraciones palatinas y dentales), pulgares anchos, primeros ortejos grandes, y
sindactilia simétrica de manos y pies. También se ha encontrado déficit auditivo,
alteraciones del sistema nervioso central y retraso mental de leve a moderado en

algunos pacientes®.

El sindrome de Apert con paladar hendido refleja una alteracién en el crecimiento de
los huesos craneofaciales, sugiriendo que hay 2 subtipos de SA, uno con alteraciones
faciales severas y sindactilia leve, y otro con sindactilia severa y problemas

craneofaciales relativamente leves'



Fig.8. Craneo en Sindrome de Apert Tomado de Silverman 1985

Aproximadamente el 98% de los casos son esporadicos. Las mutaciones de novo se
correlacionan con edad paterna avanzada. La mayoria de los pacientes con SA tienen
una de dos mutaciones heterocigotas especificas en el gen FGFR2 (S252W o P253R). La
correlacion genotipo-fenotipo no presenta una diferencia convincente en la prevalencia
de muchas malformaciones en el SA con las siguientes excepciones: El paladar hendido
es mas comun en pacientes con la mutacion S252W, mientras que la sindactilia de

manos y pies es mas severa en quienes tienen la mutacién P253R".




Fig. 9. Paciente con Sindrome de Apert Tomado de Oldridge et al 1997.
Sindrome de Beare-Stevenson

Fue descrito por primera vez en 1969, es una condicidn rara, esporadica con muerte
temprana, con solo 9 casos publicados. Las caracteristicas clinicas incluyen piel con
arrugas o pliegues profundos (cutis gyrata) que afecta el crdneo, cara, cuello, tronco,
manos y pies, y acantosis nigricans. La craniosinostosis es severa, y las alteraciones
faciales descritas son hipertelorismo, puente nasal amplio, defectos auriculares,
paladar hendido, hipodoncia, atresia de coanas, escroto bifido, eversidn coccigea y
anomalias anogenitales. Todos los casos son esporadicos, con edad paterna avanzada
en algunos. Se han descrito las siguientes mutaciones heterocigotas en FGFR2: S372Cy
Y375C. En otros casos no se han encontrado mutaciones en FGFR2, lo que sugiere

heterogeneidad genética®.

Fig. 10 y 11 Paciente con Sindrome de Beare-Stevenson Tomado de Beare et al BrJ

Dermatol 8;241



Fig. 12. Paciente con Sindrome de Beare-Stevenson Cohen Jr Am J Med Genet Suppl

4;99 1988

Sindrome de Crouzon

Se describié por primera vez en 1912. El SC se caracteriza por braquicefalia,
escafocefalia y trigonocefalia, hipoplasia mediofacial, hipoplasia maxilar, prognatismo
relativo, hipertelorismo, estrabismo, exoftalmia, nistagmus, atrofia Odptica, nariz
prominente y picuda. Algunos hallazgos clinicos incluyen convulsiones, sordera, fusién
cervical, agenesia del cuerpo calloso y siringomelia'®. El SC tiene alta penetrancia y
variabilidad moderada de las caracteristicas clinicas. Aproximadamente la mitad de los
casos son familiares y la otra mitad son mutaciones de novo con efecto de edad
paterna. La prevalencia de este padecimiento es de 1 en 65,000 recién nacidos. Los
estudios de ligamiento mapearon al SC en el cromosoma 10gq5-q26 y se han identificado

numerosas mutaciones heterocigotas en FGFR2".

El SC con acantosis nigricans se debe una mutacion heterocigota (A391E) en FGFR3, se
presenta generalmente en mujeres, con alteraciones en Ila piel como
hiperpigmentacidn, hiperqueratosis y nevos melanociticos. La hiperplasia verrucosa se

desarrolla en dreas de flexidn, anomalias adicionales son atresia de coanas,



hidrocefalia, hipoplasia del foramen magno, escoliosis y estenosis espinal con

parestesia de las extremidades inferiores'.

Fig. 13. Paciente Sindrome de Crouzon Tomado de Reardon et al 1994

Sindrome de Jackson-Weiss

Se hereda de forma AD, con alta penetrancia y expresidn variable. Se reporté por
primera vez en 1976 en una gran familia judia con 88 afectados. La craneosinostosis con
hipoplasia mediofacial, frontal prominente, sindactilia cutanea de los pies y desviacion
medial de los primeros ortejos, caracteriza al sindrome de Jackson-Weiss (SJW).
Algunos pacientes no tienen anomalias craneofaciales. El fenotipo de SJW se sobrelapa

con otros fenotipos asociados con mutaciones en FGFR2, lo que causa confusién”.




Fig. 14 y 15 Paciente con Sindrome de Jackson Weiss Tomado de Jackson et al J

Pediatric 1976

Fig.16. Radiografia de manos Paciente con Sindrome de Jackson Weiss Tomado
de Jackson et al J Pediatric 1976
Sindrome de Pfeiffer

Es una craneosinostosis de herencia AD, descrita en 1964 por primera vez, que se
caracteriza por craneosinostosis, pulgares y primeros ortejos anchos. El SP tiene
penetrancia completa y expresividad variable. Los casos con mutaciones nuevas tienen
un fenotipo mas severo. La prevalencia de este sindrome se desconoce, pero es menos
frecuente que el SA, SC, SM y SSC. Existen subtipos clinicos en el SP: el SP clasico o tipo
1, tiene mejor prondstico y es compatible con una expectativa normal de vida e
inteligencia normal, en la mayoria de los casos. En contraste el SP tipo 2y 3, tiene un
riesgo alto de problemas neuroldgicos y una esperanza de vida reducida, ambos tipos
son esporadicos y mas severos, incluyendo proptosis ocular severa y anquilosis de

codo. En el tipo 2 hay craneo en trébol.

Estudios de ligamiento en familias con SP demostraron heterogeneidad genética, con

loci en 8p 11.2 y 10 g25-q26, con mutaciones en los genes del FGFR1 y FGFR2,



respectivamente. En el SP tipo 1 se han reportado mutaciones en FGFR1 y FGFR2,
mientras que los pacientes con SPO tipo 2 y 3, sélo en FGFR2. En muchos casos
esporadicos se ha identificado la mutacion P252R en el FGFR1, sin embargo el fenotipo

es muy variable.

Las caracteristicas craneofaciales en el SP son variables y secundarias a la sinostosis
coronal; e incluyen craneo braquiturricefalico, hipoplasia mediofacial con prognatismo
relativo, nariz en pico, puente nasal bajo, hipertelorismo, fisuras palpebrales dirigidas
hacia abajo, exoftalmia, nistagmo, paladar alto y dientes amontonados. En algunos
casos puede presentarse retraso mental, dilatacién ventricular, hidrocefalia,
malformacién de Arnold-Chiari, convulsiones, fusién vertebral, eversién sacrococcigea,
cubitus valgus, sinostosis de la articulacidon radiohumeral y escapulohumeral, himero
corto, coxa valga, pie equinovaro, sordera, hipoplasia del nervio dptico, coloboma de
iris, atresia de coanas, Uvula bifida, estenosis traqueal, dientes supernumerarios,
hipertrofia gingival, malrotacién intestinal, atresia anal, estenosis pildrica, hernia
umbilical, criptorquidia y escroto bifido. De manera particular los pacientes con SP

tienen pulgares y primer ortejo ancho, braquidactilia, sindactilia cutanea de manos

y pies.



Fig. 17.

Radiolégicamente se encuentran falanges fusionadas,
y 5° dedos, sinfalangismo y ocasionalmente fusidn de los extremos proximales del 4°y

5° metacarpianos, falange distal del 1°. Ortejo ancha y malformada, 1er metatarso ancho

Paciente Sindrome de Pfeiffer

Tomado de Schell et al 1995

y corto, y fusién de los huesos del carpo y tarso™.

braquimesofalangia del 2°
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Pfeifer

FGFR2

10426

AD

Coronal.
Sagital en
ocasiones

Craneosinostosis,

hipertelorismo, drbitas|
prominentes, braquidactilia,
hipoplasia medio-facial,

adlteraciones en columna,
anquilosis de codos, rodillas,
alteraciones traqueales y
laringeas.

Retraso  mental,
medio-facial,

auriculares  displasicos,
gyrata, pezones accesorios,
hernia umbilical.

Tabla 2. Caracteristicas Generales de Craneosinostosis



Objetivo General:

Identificar las mutaciones en los exones 8 y 10 del gen FGFR2 en pacientes que han sido
diagnosticados con los sindromes de Apert, Pfieffer, y Crouzon, y en pacientes con diagndstico
dudoso, asi como determinar si existe alguna relacién entre las mutaciones encontradas y el

cuadro clinico de los pacientes.

Objetivos Especificos:

1. Identificar las mutaciones en los pacientes con craneosinostosis sindromatica
(Sindrome de Apert, Pfieffer, Crouzon, Beare Stevenson y Jackson Weiss).
2. Pacientes sin diagndstico definitivo.

3. Determinar si existe relacidon entre la mutacién y el cuadro clinico de los pacientes.



Justificacion.

Se estudiara el gen FGFR2, especificamente los exones 8 y 10, debido a que la mayoria
de los pacientes con craneosinostdsis, atendidos en la consulta externa del servicio de
Genética Médica del Centro Médico Nacional “20 de Noviembre”, tienen diagndstico de
Sindrome de Apert, Pfieffer, Beare Stevenson, Jackson Weiss y Crouzon, que son los
sindromes que se han asociado a mutaciones en este gen.

Este estudio podremos determinar las relaciones existentes entre el fenotipo y
genotipo de las diferentes craneosinostosis y poder brindar el diagndstico a los
pacientes en los cuales el fenotipo no permite incluirlos en una categoria determinada
de acuerdo al genotipo. Asi mismo, se podrda determinar de manera temprana el
diagndstico determinado de los pacientes, y con ayuda del servicio de Cirugia Plastica y
la Clinica de Cirugia Craneofacial brindar un tratamiento especifico para cada paciente y
evitar complicaciones posteriores como alteraciones faciales y retraso mental entre
otras, lo que le permitiria al ISSSTE reducir costos en cuanto a diagndstico y
tratamiento, de acuerdo a una atencién temprana. Otra posibilidad en el futuro seria
realizar diagndstico prenatal y/o de portadores, como un trabajo asistencial a los

derechohabientes del Instituto.






Diseno del estudio:

Disefio

Forma previamente definida, en la que los elementos serdn sujetos a las condiciones
establecidas en el estudio.

De acuerdo a Campbell y Stanley, el disefio del estudio sera con un sdélo grupo en el se
establecerd la relacién entre variable independiente y la dependiente.

6.1. Tipo de Investigacion

6.1.1. Observacional (X) Experimental ()

6.1.2. Longitudinal ( ) Transversal (X)

6.1.3. Prospectiva (X) Retrospectiva ()




MATERIALES Y METODOS:

El estudio incluyd 13 pacientes con diagndstico clinico-radiolégico de sindrome de

Apert, Crouzon, Pffeifer tipo 2 y 3, Jackson-Weiss o Beare- Stevenson realizado por el
servicio de la consulta externa de Genética Médica y la Clinica de Malformaciones
craneofaciales del Centro Médico Nacional ‘“20 de Noviembre” del ISSSTE. A cada uno
de los pacientes seleccionados se le tomé una muestra de sml de sangre periférica,
previo consentimiento informado. Se realizé ademds una hoja de recoleccién de datos
e historia clinica completa. Para la extraccion de DNA se utilizdé un método salino con
los parametros ya establecidos en el laboratorio de Medicina Gendmica, cuyo
procedimiento se basa principalmente en la lisis de los eritrocitos con la solucién de lisis
celular, seguido por la lisis de los leucocitos y su ntcleo con la solucién de lisis nuclear,
después las proteinas celulares fueron removidas mediante precipitacién salina y, por
ultimo el ADN gendmico es concentrado y desalinizado por medio de una precipitacion
alcohdlica con isopropanol.
Posteriormente se realizé analisis cualitativo del DNA extraido, mediante un
corrimiento electroforético en gel de agarosa al 2%, tefiido con bromuro de etidio en
solucidon amortiguadora TAE 1X. En cada corrimiento se agregd un marcador de peso
molecular de 100 pb.

Se observd la integridad del DNA por exposicidn de los geles a la luz ultravioleta.



Fig.18 Corrimiento electroforético de DNA.

Se realizé estandarizacidon de PCR (Polimerasa Chain Reaction) para los exones 8 y 10

del gen FGFR2, posteriormente se realizé corrimiento electroforético.

Fig.19. Fragmentos correspondientes a los exones 8 y 10.

Se cortaron y purificaron las bandas de los productos amplificados, para realizar PCR de

secuenciacidon y posteriormente se secuenciaron dichos exones.

Fig. 20. Bandas que indican los purificados del exén 10.



Para la amplificacién de la region codificante de los exones 8 y 10 por PCR se utilizaron

los siguientes oligonucledtidos (21):

Exén Primer Secuencia 5’-3’ tamafio del fragmento
8 FGFR2 IllaF3  GGCCACAGTGTTATTTCAA 465 pb

FGFR2 11laR3  CTCTCTGCTGGCTAGTCAA
10 FGFR2 IllcF CACAATCATTCCTGTGTCGT 225 pb

FGFR2 IlIcR CCCAGAGAGAAAGAACACGTA

Reactivos Volumen (L) Concentracidn final
Agua estéril libre de| 8.1

nucleasas

Amortiguador 1.25 1X

Enzima Taq Pol 0.15 1.5u/pl

DNTPs 0.5 0.4mM

[l1aF3 [ lIcF 0.5 0.4pM

[IaR3 / llIcR 0.5 0.4pM

DNA gendmico 1.0 50 ngj/ul

Volumen total 12.5 pl

Tabla 3. Concentraciones y volimenes de los reactivos utilizados para la amplificacion

por PCR de los exones 8 y 10 del gen FGFR2



CONDICION TIEMPO TEMPERATURA
Precalentamiento 2 min. 95°C
Desnaturalizacién 30 seg 95°C
Alineamiento 30 seg 56°C
Elongacién 30 seg 72°C

35 CICLOS
Extension final 5 min. 72°C

Tabla 4. Condiciones del termociclador para realizar PCR de los exones 8 y 10 del gen

FGFR2.

Costo de la investigacion:

Este estudio fue realizado con recursos propios del grupo de trabajo.






DESCRIPCION DE LOS PACIENTES:

Paciente 1. AGEM Paciente femenino de 3 afios, valorada por primera vez a los 7
meses de edad, con perimetro cefdlico de 44 c<m, turricefalia, frente amplia,
hipertelorismo, puente nasal deprimido, nariz con punta hacia abajo, paladar alto, no
ojival, cuello corto, pectum excavatum, en abdomen se observa sonda de derivacidon

ventriculo-peritoneal por hidrocefalia.

TAC de craneo 3D demostrd cierre de suturas coronales.

Valorada nuevamente a los 2 afios de edad, con cambios en el fenotipo: hipoplasia de
orbitas, proptosis, hipoplasia mediofacial.

Otros: Retraso global del neurodesarrollo, crisis convulsivas tdnico-clénicas, PO
piloroplastia por estenosis pildrica. Resonancia Magnética demuestra agenesia de
cuerpo calloso, atrofia corticosubcortical.

Diagndstico Sindrome de Crouzon

Fig.21. Paciente 1. A los 7 meses de edad.



Fig. 22 y 23. Estudios de Imagen que demuestran la atrofia cortico-subcortical y

agenesia de cuerpo calloso.

Fig. 24. Paciente 1 alos 3 afios.

Paciente 2. TAL Paciente masculino de 2 afios 4 meses de edad, valorado por primera
vez a los 6 meses, craneo con plagiocefalia, perimetro cefalico de 46 cm, proptosis. A
los 9 meses observaron cambios en el fenotipo: crdneo en trébol, hipoplasia de tercio
medio facial, hipoplasia mandibular, se detectd la presencia de hipospadias y acidosis
tubular renal. Presenta retraso psicomotor.

TAC de craneo 3D demostrd cierre de sutura metdpica y sutura coronal derecha.

Diagndstico Sindrome de Crouzdn.



Paciente 3. NRJE Paciente masculino de 1 aflo 7 meses, valorado por primera vez a los 7
meses, craneo con escafocefalia, perimetro cefdlico de 45 cm, frontal abombado y
prominente, telecanto, nariz pequefia, paladar hendido, implantacién baja de
pabellones auriculares sindactilia ésea y cutanea de manos y pies de ortejos 3 - 5.
Presenta retraso global del neurodesarrollo.

TAC de crdneo 3D demostré cierre de suturas coronales.

Diagndstico Sindrome de Apert.

Paciente 4. GPJP Paciente masculino de 9 afos valorado por primera vez a los 7 afios,
crdneo con plagiocefalia, telecanto, estrabismo, apifiamiento dental, cuello corto,
braquidactilia. Desarrollo psicomotor normal.

TAC de craneo 3D demostrd sinostosis coronal y sagital.

Otros: hemivertebras cervicales.

Diagndstico Craneosinostosis sindromatica a determinar

Paciente 5. CMM Paciente masculino de 1 afio 6 meses de edad, valorado por primera
vez a los 4 meses de edad crdaneo con braquicefalia, perimetro cefalico de 44cm,
hipoplasia orbitaria, hipoplasia maxilar, nariz en pico de loro, abdomen con presencia
de sonda de derivacidn ventriculo-peritoneal, criptorquidia bilateral.

TAC de craneo 3D demostrd sinostosis coronal de predominio derecho.

Otros: hipoplasia de cuerpo calloso, aumento de tamafio del 3er ventriculo, hipotonia,

desarrollo psicomotor normal, motor fino retrasado para la edad.



Diagndstico Sindrome de Crouzon.

Paciente 6. MVDA Paciente femenino de 3 afios 6 meses, crdneo con plagiocefalia,
hipertelorismo, puente nasal ancho, epicanto, pabellones de implantacidn baja, cavidad
oral sin alteraciones, térax con pectum excavatum, sindactilia cutdnea de pies.
Retraso psicomotor moderado.

Diagndstico Sindrome de Apert

Paciente 7. MCRN Paciente masculino de 8 meses de edad, valorado por primera vez a
los 3 dias de vida, crdneo con braquicefalia, perimetro cefdlico de 43cm, hueso frontal
prominente, puente nasal aplanado, fisuras palpebrales oblicuas, hipoplasia de drbitas,
nariz bulbosa, con punta hacia abajo, cavidad oral con paladar alto y estrecho, cuello
corto, pabellones auriculares de implantacidon baja y rotados hacia atrds, pectum
excavatum, braquidactilia.

Valorado nuevamente a los 3 meses, se realizd remodelacidon de craneo a los 6 meses,
desarrollo psicomotor adecuado para la edad.

Diagndstico Sindrome de Crouzon.

Fig. 25y 26. Paciente 7 alos 30 dias de vida.



Paciente 8. GGCS Paciente masculino de 1 afio 2 meses de edad, valorado por primera
vez a los 6 meses de edad, craneo con plagiocefalia, pabellones de implantacién baja,
hipoplasia de drbitas e hipoplasia mediofacial. Desarrollo psicomotor normal.

TAC 3D demostro cierre de suturas coronales y metddica, valorado nuevamente al afio
de edad observando trigonocefalia, sin cambios en el resto del fenotipo.

Sin diagndstico sindromatico.

Paciente 9. GBG Paciente femenino de 5 afios de edad, valorado por primera vez a los
11 meses de edad, crdneo con plagiocefalia, pabellones de implantacién baja,
hipoplasia de drbitas e hipoplasia mediofacial. Desarrollo psicomotor normal.

TAC 3D demostrd cierre de suturas coronales y metddica.

Dx Sd. de Crouzon atipico

Paciente 10. FRJ Paciente femenino de 5 meses de edad, valorada por primera vez a
los 3 meses de edad, craneo con braquicefalia, frente amplia, hipoplasia de orbitas,
hipoplasia mediofacial, telecanto, pabellones auriculares de implantacién baja, nariz
con punta hacia abajo, paladar hendido, micrognatia, cuello corto, pectum excavatum.
Desarrollo psicomotor adecuado para la edad.

Diagndstico: Sindrome de Crouzon atipico



Figuras 27 y 28. Paciente 10. De 5 meses de edad.

Paciente 11.CHA Paciente femenino de 13 afios de edad, crdneo con plagiocefalia,
hipertelorismo, pabellones auriculares de implantacion baja, sindactilia cutanea de
manos y pies. Desarrollo psicomotor normal.

Diagndstico: Sindrome de Apert

Paciente 12. PHJJ paciente masculino de 6 afios de edad, craneo con plagiocefalia,
asimetria facial, hipertelorismo, estrabismo, braquidactilia, con pulgares anchos de
ambas manos.

Otros: Crisis convulsivas de dificil control, retraso global del neurodesarrollo con
predominio del drea del lenguaje.

Diagnostico: Sindrome de Jackson Weiss



Paciente 13. ZTMA Paciente masculino de 2 afilos 3 meses de edad, crdneo con
plagiocefalia, con hipoacusia derecha, sindactilia cutanea de manos y pies, criptorquidia
bilateral.

Retraso en el drea del lenguaje.

Diagndstico: Sindrome de Apert



10

11

13

Retraso
Mental

Plagiocefalia

Escafocefalia

Turricefalia

Braquicefalia.

Asimetria
facial.

Hipoplasia de
Orbitas

Hipertelorismo

Proptosis

Estrabismo

Prominencia
frontal.

Hipoplasia
mediofacial

Nariz en pico
de loro.

Nariz
pequefia

Paladar
estrecho

Paladar
hendido

Micrognatia

Alteraciones
dentales.

Pabellones
auriculares
bajos.

Cuello corto

Pectum
excavatum

Sordera.

Braquidactilia.

Sindactilia
cutanea de
manos.

Sindactilia
cutanea de
pies

Sindactilia
Osea

Dedos anchos

Metatarso
corto

Alteraciones
en columna

Estenosis
pilérica

Alteraciones
renales.

criptorquidia

X

Tabla 5. Caracteristicas fenotipicas de los pacientes incluidos en el

estudio.




RESULTADOS:

La secuenciacion del exdn 8 del gen FGFR2, en los pacientes 1, 3 y 5 mostro:
Un cambio de base de Adenina por Citosina en la posicién 5187 del DNA gendmico, que
corresponde a la posicion 1419 del DNA codificante, y al aminoacido 474 Leucina por

Isoleucina. La mutacidn es de tipo conservadora, no polar, neutra.

Pacientes 1,3y 5 exdn 8:
Un cambio de base de Adenina por Citosina en la posicion 51213 del DNA gendmico,
que corresponde a la posicidn 1445 del DNA codificante, y al aminoacido 4781 Leucina

por Isoleucina. La mutacidn es de tipo conservadora, no polar, neutra.

Pacientes 1y 5, exdn 8:

Un cambio de base de Adenina por Citosina en la posicidon 51272 del DNA gendmico,
que corresponde a la posicidon 1504 del DNA codificante, y al aminoacido 501 Prolina
por Histidina. La mutacion es de tipo no conservadora, no polar, neutra basica.
Paciente 10:

Utilizando la técnica de bandas G se analizaron 30 metafases, con un nivel de 400-450
bandas, el cual reporté una delecién en el brazo largo del cromosoma 9 en la banda

g22-q32. Cariotipo 46, xx, del (9)(q22-g32).



PACIENTE DIAGNOSTICO EXON 8 EXON 10

1 Sindrome de Crouzon 3 CAMBIOS NORMAL
clasico.

2 Sindrome de Crouzon NORMAL NORMAL
atipico.

3 Sindrome de Apert clasico. 2 CAMBIOS NORMAL

4 Craneosinostosis a NORMAL NORMAL
determinar.

5 Sindrome de Crouzon 3 CAMBIOS NORMAL
clasico.

6 Sindrome de Apert atipico. NORMAL NORMAL

7 Sindrome de Crouzon NORMAL NORMAL
clasico.

8 Craneosinostosis a NORMAL NORMAL
determinar.

9 Sindrome de Crouzon NORMAL NORMAL
atipico.

10 Sindrome de Crouzon NORMAL NORMAL
atipico.

1 Sindrome de Apert atipico. NORMAL NORMAL

12 Sindrome de Jackson NORMAL NORMAL
Weiss

13 Sindrome de Apert tipico NORMAL NORMAL
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DISCUSION:

Se ha establecido por una parte que, las mutaciones en el FGFR2 asociadas con
craneosinostosis se encuentran en elementos estructurales del receptor, vy
modifican su funcién por diferentes mecanismos como: una dimerizacién alterada,
formacidén de una proteina trunca, desintegraciéon del dominio Iglll y cambios en el

sitio de unidn a ligando( Steinberg 98).

Por otra parte se sabe que la mayoria de las mutaciones en FGFR2 que causan los
sindromes de craneosinostosis se encuentran dentro de un “hot spot”, constituido
por el exén 8 (dominio Il1a), exdn 10 (dominio llic) y por la secuencia intrénica que
precede al exdn 10. Es por ello que en esta serie de casos con craneosinostosis

sindromaticas, se analizé la secuencia genética del exdn 8, el intrén 9 y el exdn 10.

En los pacientes 1y 5, se encontraron las mismas mutaciones en el exdn 8, ambos se
encuentran diagnosticados con Sindrome de Crouzon tipico por lo esperabamos
encontrar de acuerdo a lo descrito mutaciones en el exén 8 6 en el 10. Llama la
atencidon la presencia de 3 mutaciones en la secuencia del exén 8, como se ha
reportado en algunos casos de Sindrome de Apert, atribuyéndose estos cambios al

efecto de edad paterna.

En los casos de pacientes con Sindrome de Crouzon atipico (paciente 2, 9y 10) no
encontramos cambio en las secuencias que codifican para el dominio Iglll, lo que

apoya los estudios en donde en el 80% de los pacientes con Sindrome de Crouzon



las mutaciones se encuentran en el FGFR2, el 20% restante se puede encontrar en

otras partes del gen.

Con relacidn al Sindrome de Apert el 65% de los casos se deben al cambio 934C-G
que caracteriza al sindrome con alteraciones craneofaciales mds severas incluyendo
paladar hendido y, en el 34% de los pacientes se encuentra la mutacién 937C-G que
se asocia con severas alteraciones de las extremidades (Park 1995, Wilkie 1996). El
analisis de los pacientes 3,6, 11 y 13 se reporto sin alteraciones tanto en el exén 8
como en el 10, sin la posibilidad de evaluar la secuencia correspondiente a la unién

del dominio Igll e Iglll donde se encuentran la mayoria de las mutaciones.

Cabe mencionar que 2 de los pacientes con diagndstico de Sindrome de Apert
presentan  caracteristicas atipicas por lo que podemos considerarlos como
Cefalodactilia de Vogt (Enfermedad Apert —Crouzon)™ de los cuales ahora se sabe

que las mutaciones se encuentran en cualquier regién del gen.

Estudiamos un paciente con la sospecha diagndstica de Sindrome de Jackson —
Weiss en quien la secuencia del los exones 8 y 10 fue normal y en el intrén 10
encontramos un cambio de Adenina por Timina en la posicidon 54040. Es posible que
este cambio Unicamente represente un polimorfismo, ya que se encuentra en una
region no codificante del gen, y no produce un corrimiento en el marco de lectura

Estudios recientes demuestran que en pacientes con escafocefalia o con fusién
aislada de las suturas metddica y sagital se encuentran mutaciones en el “hot spot”

del gen, por lo cual se incluyeron pacientes con estas caracteristicas acompafiados



de otros datos clinicos y no se encontraron mutaciones, lo que nos indica la posible

participacion de otros genes en la etiopatogenia®.

Las investigaciones realizadas respecto a  craneosinostosis relacionadas a
mutaciones del gen FGFR2 se encuentran dentro de un gran espectro, aunque

posee un genuino “hot spot”.

En el caso del paciente 10 encontramos la presencia de una alteracién cromosdmica
de tipo estructural que corresponde a una delecidn del brazo corto del cromosoma
9 en la regidn g22-gq32. Esta delecidn se encuentra descrita con un cuadro clinico
muy caracteristico que concuerda con los datos encontrados en la paciente, en la
que es poible observar braquicefalia, frente amplia, hipoplasia de drbitas,
hipoplasia mediofacial, telecanto, pabellones auriculares de implantacidén baja, nariz
con puntahacia abajo, paladar hendido, micrognatia, cuello corto y pectum
excavatum. Hay que hacer notar que solo el 40% de los pacientes descritos como
portadores presentan craneosinostosis que puede llegar a confundirse con algunas

otras craneosinostosis sindromaticas™.



AMEXO 3
CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

México, OLF. a

fa de manera
libre v volurtaria DOY M1 COMSENTIMIENTO para participar an el astudio
tituladao:

“Andlisis de mutaciones en el gen FGFR2 en pacientas con cransosinostosis
sindromaticas”. Registrado anta la Coordinacion da Investigacion en Salud dal
Chin “20 de Noviembre® con el ndmero__ 0% /08

El objelive de esiedio es comelacionar las diferentes mutacicnes en el gen
FGFRZ con el fenctipo de los sindromes de Apert, Crouzon, Pifeiter tipe 2 v 3,
Jacksen-Waiss o Beare-Slavenscn en paclentes mexicancs, 3e levard a cabo
en este Centro Médico por los servicios de Cirugia Plastica, Ganetica y Medicina
Gendmica, en un perioda de 2 ancs,

Sa me ha explicado que mi pardicipacikan consistivd en:
1. Hesponder de forma verbal un cusstionarnio aplicada por 2l meadico
2, La realizacidn de sestudios da gabinels, en caso necasano
3. Awtorizar la obencidn de una musstra sanguines de 5 mil

DECLARD QUE SE ME HA INFORMADO AMPLIAMENTE SOBRE LOS
FOSIBLES RIESGOS, INCONVEMIENTES ¥ MOLESTIAS. ENTIENDO QUE
EL OBJETIVO DE ESTE PROYECTO DE INVESTIGACION ES MEJORAR LA
ATENCION MEDIGA ¥ NO NECESARIAMENTE INVOLUCRA UN BENEFICIO

EHN PARTICULAR PARA MI o PARA MI FAMILIAR,

El investgador princlpal se ha comprometide & dame informacidn oportuna
sobre cualquier procedimiento allemativo adecuado que pudiera sar vantajoso
para mi tratamients, asi como responder cualquier pregunta v aclarar cualquisr
duda gue le plantee acerca de los procadimientos que se llevaran a cabo, oz
riesgos, benaficios o cualquier oiro asunto relacicnado con la investigacion,

Entigndo que conservo el derecho de participar an el estudio, asi como da
retirarme en el momanta gue lo decida, sin gue ello afecte la atencidn médica
gue recibo del Instituto,

El investigador principal me ha dade la seguridad de gque no se me dentificars
plenamenie en las preseniaciones o publicaciones que deriven de esie estudio
y de que los datos relzcionados con mi privacidad serdn mangjados en forma
confidencial ¥ andnima.

El DMA obienido de lz muestra sanguinea se guardard en &l Laboratosio de
Medicina Gendmica de este Cenfro Bédico, baje la responsabilidad de los
investigadoras relacionados al proyecto de invesfigacion por un periodo de 10
anos, ya gue podria sar ulilizade en otras Investigacienes relacionadas con las
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craneosinostosis y debido 8 que la muesira serd llevada al anonimalo serd
imposible destruida a pesar de su pelicicn.

MOMERE ¥ FIRMA DE COMFORMIDAD DEL PACIENTE O DEL
REPRESEMTANTE LEGAL

O AMBOE PADRES O TUTORES DEL FACIENTE

TESTIGD TESTIGD

MNOMERE, FIRMA Y MATRICULA DEL INVESTIGADOR

En caso de dudas o requerir infermacidn adicional en relaciin con e proyecto de
investigacidn, usted puade contactar con la Dra. Maria dal Carmen Chima G,/
Dra, Yuritzi Santillan Hamandez en el siguiente ndmero lelefénico: (55) 52-00-
50-0, exlansion 14805 v 14545,

3i ustad quisiara discutir su participacidn con una persona gue no esie
directamente invalucrade en ol proyects (delegade dal comild da élica o parsona
auterizada) nosotros lo invitamos a contaciar a la Cocrdinacidn de Investigacidn
del CMM “20 de Noviembra®, ISSSTE al taldfone: (55)52-00-50-03, axt. 14809,
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