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Porque en él fueron creadas todas las cosas, las que hay en los cielos y las
gue hay en la tierra, visibles e invisibles; sean tronos, sean dominios, sean
principados, sean potestades; todo fue creado por medio de él y para él.

Y él es antes de todas las cosas, y todas las cosas en él subsisten

Colosenses 1:16y 17
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PGL Paraganglioma

PCC Feocromocitoma

AD Autosdmico Dominante

LOH (LOSS OF HETEROCIGOCITY ) Pérdida de heterocigocidad
VHL  Von Hippel- Lindau

MEN1 Neoplasia endécrina mdltiple tipo 1
MENZ2 Neoplasia endécrina multiple tipo 2
NF1 Neurofibromatosis tipo 1

PCR Reaccion en Cadena de la Polimerasa
SDHA Succinato Deshidrogenasa A

SDHB Succinato Deshidrogenasa B

SDHC Succinato Deshidrogenasa C

SDHD Succinato Deshidrogenasa D

TAC Tomografia Axial Computada

IRMN Imagen por Resonancia Magnética Nuclear



lll.- RESUMEN

Los Paragangliomas o tumores glomicos proceden de los cuerpos de Glomus que
son estructuras baroreceptoras. La gran mayoria no presentan manifestaciones
clinicas y cuando éstas se presentan dependen de la localizacibn y de su
involucramiento al sistema nervioso simpatico. Su prevalencia no es conocida con
exactitud sin embargo se calcula un estimado de 300,000/ afio. La mayoria de los
paragangliomas son esporadicos pero algunos pueden tener un patron hereditario
por mutaciones germinales en genes que codifican las subunidades B, C y D, del
complejo mitocondrial 1l de la enzima succinato deshidrogenasa (SDH).Una
hipotesis para el mecanismo de tumores propone la generacion de pseudohipoxia,
un estado resultantes de la elevacion de las concentraciones celulares de
succinato y / o el aumento en la produccion de especies reactivas de oxigeno.
Dicho aumento de las concentraciones de succinato parecen estabilizar el factor
de transcripcién HIF1a mediante la inhibicion de prolil hidroxilasas. El objetivo del
presente estudio es describir una familia Mexicana afectada en tres generaciones
por paragangliomas. Se eligié secuenciar el gen SDHD en el caso indice ya que
se ha reportado que es el mas asociado a paragangliomas no secretores en
cabeza y cuello, que constituyen la principal afeccion de los pacientes estudiados.
No se encontr6 mutacién que explicase la produccién de los paragangliomas en
los pacientes afectados. En una paciente (hija de una afectada con paraganglioma
bilateral) se encontré una variable la cual se reporta como “variable natural” que
constituye un cambio de Histidina por Arginina en el codon 50. Este polimorfismo
aumenta la susceptibilidad para el desarrollo de paraganglioma, carcinoma de
tiroides y de mama y esta asociado al Sindrome “Cowden- like”; Esto se explica ya
que esta variable causa aumento de la AKt y MAPK al doble



IV.-ANTECEDENTES

Desde la primera descripcion de paragangliomas realizada por Marchan en
1891, existen distintos términos para su denominacion como tumores glomicos,

quemodectomas o0 paragangliomas no cromafines *

La prevalencia de los
paragangliomas no es conocida con exactitud. La incidencia de estos tumores se
aproxima a los 300,000/ afio ? Los tumores glémicos proceden de los cuerpos de
Glomus que son estructuras baroreceptoras localizadas en oido medio, hueso
temporal y otras regiones dentro de la vena yugular, dichos cuerpos regulan la
presion de oxigeno en el oido medio y mastoides y se encuentran a lo largo de
una de las rama del IX par craneal. En el caso de paragangliomas timpanicos
pueden desarrollarse en el nervio de Arnold, el cual es rama del X par craneal en

la adventicia de la parte anterior del de la vena yugular.

Cuando se desarrollan a nivel de la fosa yugular, se les denomina tumores
glémico yugular. Su nutricion vascular esta dada por numerosas arterias siendo la
arteria faringea la mas importante. Los tumores glémicos en la bifurcacion
carotidea son mas voluminosos que los yugulares. Estos tumores puede ser
subclaviculares y asentarse en especial en el lado izquierdo en la arteria
subclavia, cuando se presentan en el lado derecho se sitian entre la subclavia 'y la
cardtida primitiva; los laringeos se desarrollan a lo largo del nervio laringeo
superior, o bien en cualquier segmento del trayecto del vago ! A pesar de ser
tumores de crecimiento lento (< 2 cm en 5 afios) e histologia benigna, son
altamente destructivos por las éareas que involucran, extendiéndose por
estructuras de baja resistencia, invadiendo vasos, nervio y hueso **> Por otro
lado, los feocromocitomas son paragangliomas secretores de catecolaminas
limitados a la médula suprarrenal, también son conocidos como tumores

adrenales cromafines.
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Manifestaciones Clinicas

La gran mayoria de los paragangliomas no presentan manifestaciones
clinicas, sin embargo cuando éstas se presentan depende de la localizacién y de
su involucramiento a sistema nervioso simpatico. Solo 5% de los paragangliomas
en la cabeza y cuello son secretores , no asi los de torax, abdomen y pelvis los
cuales son tipicamente de componente secretor. Las manifestaciones clinicas

pueden dividirse en:

1) Sintomas de exceso de catecolaminas, que pueden incluir hipertension
arterial paroxistica o sostenida, cefalea pulsétil y sintomas adrenérgicos como
taquicardia, diaforesis , aprension y ansiedad.

2) Sintomas paroxisticos que pueden ser desencadenados por los cambios
en la posicién del cuerpo, aumento de presion intra-abdominal, medicamentos
(metoclopramida), el ejercicio, o la miccion. En el caso de paragangliomas

vesicales también puede estar acompafiado por hematuria.

Los paragangliomas de cabeza y cuello pueden presentarse como masas
tumorales asintomaticas o con sintomas asociados al tamafio y localizacion de la
masa tumoral. Los sintomas asociados pueden incluir la pérdida de la audicidon
unilateral, tinnitus pulsétil, tos, disfonia, plenitud faringea y odinofagia.

Un tumor de cuerpo carotideo puede estar asociado con soplos o
thrills. Los tumores yugulotympanicos pueden ser visibles al examen otoscopico

como una masa color azul pulsatil detras de la membrana timpéanica intacta *°
Fisiopatologia

Una hipétesis para el mecanismo de tumores propone la generacion de
pseudohipoxia, un estado resultante de la elevaciéon de las concentraciones

celulares de succinato y / o el aumento en la produccién de especies reactivas de
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oxigeno. Dicho aumento de las concentraciones de succinato parecen estabilizar
el factor de transcripcion HIF1a mediante la inhibicion de prolil hidroxilasas. HIF1a
se postula que es producida y continuamente degradadas dentro de la célula. La
funcion de las proli hidroxilasas es necesaria para la ubiquitinacion y degradacion

de HIF1la cuyo efecto es la generacion de hipoxia y estimulacion de angiogénesis.
Histologia

Estos tipos de tumores rara vez superan los 6 cm de diametro, son
tumoraciones de color rosa rojizo y pardo. Las caracteristicas microscopicas son
uniformes. Estan compuestos de nidos (zellballen) de células principales
poligonales, encerradas por trabéculas de células de sostén alargadas y fibrosas.
Las células tumorales poseen un citoplasma eosindfilo, claro o granular, nucleos
uniformes redondos u ovoides, a veces vesiculares. En la mayoria de los tumores
se aprecia poco pleomorfismo y mitosis escasas. La microscopia electronica
descubre granulos neuroenddcrinos bien demarcados. Ciertas células son
argirofilas y dan tincion positiva para marcadores neuroendocrinos en el estudio

inmunohistoquimico.

3.- Genética de los paragangliomas.

La mayoria de los paragangliomas son de presentacion esporadica y con un
modelo de transmisiéon multifactorial. En el caso de los paragangliomas de
presentacion familiar se han reportado mutaciones en distintos genes que
parecen ser los responsables del padecimiento como NF1,VHL, MEN1 y
MENZ2, en estos casos se presentan con un patron de herencia autosémica
dominante. (Tabla 1) Algunos paragangliomas multiples pueden deberse a
mutaciones germinales en genes que codifican las subunidades B, C y D, del
complejo mitocondrial Il de la enzima succinato deshidrogenasa (SDH) **
Estos genes pueden comportarse como genes supresores de tumores™ . Las
mutaciones en SDHD son la causa mas comun de este tipo de neoplasias en

cabeza y cuello, Sé6lo se han reportado paragangliomas malignos con poca
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NF1

VHL

MEN1

MEN2

PGL1

PGL2

PGL3

PGL4

NF1

VHL

MENIN

RET

SDHD

SDHC

SDHB

frecuencia asociados con mutaciones en este gen 5, 10-12.Las mutaciones en

SDHB estan mas relacionados con feocromocitoma

adrenal **

suprarrenal y extra

Tabla 1. Sindromes tumorales hereditarios con predisposicion a paragangliomas/

feocromocitomas

17q11.2

3025-26

11913

10q11.2

11g23

119131

121

1p36.1

Neurofibromina

VHL

Menina

RET

Succinato
deshidrogenasa D

Succinato
deshidrogenasa C

Succinato
deshidrogenasa B

Hidrélisis GTP

Supresor de transcripcion

Regulador de transcripcion

Receptor de Tirosin-cinasa

Regula produccién de ATP mitocondrial

Regula produccion de ATP mitocondrial

Regula produccion de ATP mitocondrial

*P de C = Produccién de catecolaminas
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Tumor Supresor

Tumor Supresor

Tumor Supresor

Proto-oncogen

Tumor supresor

Tumor supresor

Tumor supresor

Feocromocitoma/

Paraganglioma secretor

Feocromocitoma/

Paraganglioma secretor

Feocromocitoma

Feocromocitoma

Feocromocitomas/

Paraganglioma secretor y no secretor

Paraganglioma no secretor

Paraganglioma no secretor

Feocromocitomas

| Paraganglioma secretor y no secretor



El gen SDHD se localiza en 11923.1, a 111,462,832 pares de bases a partir de
pter; contiene 4 exones y 8,896 bases. Codifica para la succinato deshidrogenasa
D, esta enzima de 159 aminoacidos y 17043 Daltones cataliza la conversiéon de
succinato a fumarato en el ciclo de Krebs y sirve como complejo Il de la cadena de
transporte de electrones, ademas actda como un vinculo entre las dos vias. El
complejo de SDHD y SDHC son proteinas de membrana, subunidades D y C que
se anclan a la. membrana  interna  mitocondrial. 29
La SDHD es una enzima del Complejo tipo 1l (succinato-ubiquinona
oxidoreductasa ) la cual es muy importante en el ciclo del acido tricarboxilico y en
la cadena respiratoria en procariontes y eucariontes. *?* La secuencia de
aminoacidos de la subunidad larga (CybL) y pequefia (CybS) del citocromo b
presentan homologia entre ellas. La subunidad larga y pequefia contienen 140 y
103 aminoacidos respectivamente y muestran poca homologia con las
subunidades de otras especies, en contraste con la flavoproteina SDHA y la

subunidad de hierro-azufre de SDHB .

Se han reportado mas de 70 mutaciones entre las que se encuentran inserciones,
deleciones , sin sentido y de sentido equivocado. Se encuentran tres en las cuales
se demostré efecto fundador en Holandeses (p.Asp92Tyr, p.Leul39Pro,
p.Leu95Pro). Por otro lado, no existe evidencia de impronta en este gen ya que
se identifico expresiéon bialélica del gen de SDHD en 3 muestras independientes
de cerebro fetal , 1 de riidn fetal, 2 de cerebro adulto y linfocitos. Los autores
sugirieron que la expresion monoalélica de SDHD puede limitarse al cuerpo
carotideo y paraganglioma, similar es a la impronta de UBE3A en el sindrome de

Angelman.
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TABLA 2 -- Poblacién de pacientes con mutaciones de linea germinal SDHD y feocromocitoma y / o paraganglioma

en una muestra de poblacion caucasica(21)

Edad de Edad de
Familia| ) SDHD mutacion inicio en | pacientes Tipos de
ID Cludad | mutatcion SDHD (cDNA nucleotido) Exon afos al tumores
diagndstico
F-32 Francia |L7fsX14 c.21delG 1 34 34 H
F-01 Francia |R22Xx?% Cc.64C—T 2 31 31, 34, 58 T,H
F-04 Francia |[R22X c.64C—T 2 43 43 P,AH
F-10 Francia |W43X c.129G—-A 2 20 20 H, (M)
F-14 Francia |H50fsX68 €.148-149insA 2 17 19 AH
F-12 Francia |IVS2+1G—T Intron 25 25 H
F-05 Francia |IVS2-1G—T Intron 24 25, 68 H
F-31 Francia |[S68fsX113 €.202-203insA 3 25 31 A
F-52 Australia | P81L €.242C—-T 3 27 27 H
F-15 Francia |P81L €.242C—-T 3 31 32 H
F-63 UK P81L C.242C—-T 3 41 H
F-17 Francia |Y84X c.252T-G 3 28 28,73 H T
F-06 Francia |L85X C.254T—A 3 21 22,33 HTA
F-08 Francia |[IVS3+1G—A Intron 20 16, 20 H
F-18 Francia |T112fsX133 €.334-337delACTG 4 16 16, 33 P,AH
F-58 Canada |Y114C c.341A-G 4 40 40 H
F-38 USA Y114CfsX162 €.341-342delAT 4 25 25 AH
F-03 Francia |G148D Cc.443G—A 4 7 10, 32 H, (M)
F-09 Francia |1149N C.446T—A; 4 24 24, 25 H
448delTGC
C150del

P, Feocromocitoma; A, abdominal ; T, toracico; H, cabeza y cuello (M), metastasis.
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C) Genotipo y Fenotipo

Aunque las personas con mutaciones en SDHB, SDHC ,SDHD pueden desarrollar
feocromocitomas o0 paragangliomas en cualquier tejido paragangliomico, las
siguientes correlaciones entre los genes implicados y la localizacion del tumor se
utilizan para orientar las pruebas diagndsticas y, en algunos casos, la atencién de
los pacientes: (Tabla 2). Mutaciones de linea germinal, en SDHB estan

2 Los

fuertemente asociados con paragangliomas simpaticos extra-adrenal
tumores Cromafines en los individuos con mutaciones germinales en SDHB son
seis veces mas propensos de producir tumores extra-adrenales en comparacion
con la poblacion general 2
Las mutaciones en SDHD y SDHC son mas frecuentemente asociados con
paragangliomas parasimpaticos de cabeza y cuello que los otros tipos de tumores
%6 Mutaciones germinales en SDHD tienen una odds ratio de aproximadamente
24 de un paraganglioma de cabeza y cuello en comparacion con las personas con
una mutacién germinal SDHB ?’.Estos mismos pacientes tienen un odds ratio de
0,28 de desarrollo de paragangliomas abdominal en comparacion con las
personas con una mutacion germinal en SDHB 27
Los paragangliomas con mutaciones germinales en SDHB son més
propensos a malignizar que paragangliomas esporadicos o los que se desarrollan
individuos con mutaciones germinales en SDHD y SDHC. Mutaciones en SDHB
también pueden predecir una menor supervivencia en personas con
feocromocitomas malignos y paragangliomas #® Sin embargo, los individuos con
una mutacion germinal SDHD pueden desarrollar la enfermedad maligna en
cualquier sitio.
Los paragangliomas de cabeza y cuello son mas comunes en las personas
con una mutacién germinal SDHD, en particular, tienen mas probabilidades de ser
multifocales que en personas con tumores esporadicos o en aquellos con una
mutacién germinal SDHB 2*. Sin embargo, los fenotipos varian entre los individuos

e incluso entre los miembros de la familia con la misma mutacion.
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Aproximadamente, 75% de feocromocitomas y paragangliomas simpaticos en
las personas con mutaciones germinales SDHD han ocurrido cuando la mutacién

esta en el extremo 5 'del gen ?° La penetrancia es edad dependiente. ( Tabla 3)

Tabla 3. Penetrancia relacionada con la edad en pacientes con mutaciones en
SDHD y SDHB °

SDHD SDHB

Edad Penetrancia Edad Penetrancia

30 48% 30 29%
31 50% 35 50%
40 73% 40 45%
50 86% 50 17%

Diagnostico

Los sindromes hereditarios de PGL / PCC deben de considerarse en todos los

individuos que presenten ©

tumoraciones multiples, incluidos los tumores
bilaterales, multiples tumores sincronicos o metacronicos, tumores recurrentes,
tumores de aparicion temprana (<40 afos) y con antecedentes familiares del
tumor. El diagnéstico de feocromocitomas y paragangliomas se basa en el
examen fisico, estudios de imagen, y pruebas bioquimicas. La evaluacion del

paciente incluye:
Historia familiar detallada, incluyendo conocimientos especificos de muerte
subita en la familia. Historia médica con sintomas de exceso de

catecolaminas, paroxisticos o compresivos

17



Examen fisico dirigido a los signos sugestivos de PGL / PCC: En
paragangliomas simpatico y feocromocitomas, los signos pueden incluir la
documentacion de la elevada presion arterial, arritmias u otras taquiarritmias y
masas palpables en abdomen. En paragangliomas de cabeza y cuello, los signos
pueden incluir masas de cabeza y cuello. Un tumor de cuerpo carotideo es
probable que sea adherente verticalmente y puede estar asociada con soplos o
thrills.

Para el diagnostico y localizacion del tumor, los siguientes estudios se deben

utilizar °

IRM y TAC: La sensibilidades y especificidades de la TAC y la RMN son
aproximadamente de 90% -100% y 70% -80%, respectivamente. Imagenes de
PGL se pueden identificar en cualquier lugar a lo largo del eje paravertebral desde
la cabeza hasta la pelvis, incluyendo la cadena simpatica paraaédrtica y en el
organo de Zuckerkandl (tejidos cromafines cerca del origen de la arteria
mesentérica inferior y la bifurcacidon aortica). Un sitio menos comun es la pared de

la vejiga.

Ecografia. La ecografia Doppler es util para el diagnostico de tumores del cuerpo

carotideo y paragangliomas vagales.

Angiografia digital (DSA) Este estudio es sensible para la deteccion de los
paragangliomas pequefios.

Para detectar metastasis, los siguientes estudios se puede utilizar **

Gammagrafia con 123l-metayodobencilguanidina (MIBG), Esta técnica q mide

la absorcion de un tumor de catecolaminas, teniendo mayor especificidad para

la localizacion que la TAC y la RNM, pero menor sensibilidad. Puede ser utilizado

para caracterizar las masas detectadas por TC o RM, buscar otros lugares de la
18



enfermedad , Identificar tumores cuando la TC o RM son negativos °

Biopsia. En caso de paragangliomas de cabeza y cuello no es necesario y puede
ser contraindicado ya que este procedimiento invasivo tiene el riesgo de precipitar

una crisis hipertensiva, hemorragia y la siembra de células tumorales.

Pruebas genéticas moleculares

Analisis de secuencias. Andlisis de secuencias de los ocho exones del gen
SDHB, los seis exones de SDHC, y cuatro exones de SDHD, y sus respectivas
uniones intron-exon se utilizan para detectar mutaciones puntuales en estos
genes. Aproximadamente el 70% de los casos familiares de paraganglioma de
cabeza y cuello son causados por mutaciones de linea germinal, en uno de estos
tres genes 2.
Tratamiento: ElI manejo es muy similar al de paragangliomas
esporadicos*’aunque personas con paragangliomas familiares tienden mas a
presentar tumores multifocales o malignos .Para el tratamiento de los tumores
secretores se recomienda el uso de antagonistas de catecolaminas previo a la
reseccion quirdrgica.En el caso de los no secretores se prefiere la radioterapia ya
que por su localizacibn son eventos quirargicos los cuales presentan
complicaciones, como se menciono antes este tipo de tumores son de crecimiento
lento, lo cual al producir fibrosis perilesional en el tumor, el crecimiento se limita de

manera satisfactoria. >

Todos estos antecedentes marcan la importancia de realizar un estudio molecular
e integral para el diagnostico de estos pacientes, esto encaminado a ofrecerles

una mejor atencion y asesoramiento genético de su padecimiento.

19



V.-PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

Los PGL hereditarios son tumores dificilmente operables ya que los pacientes
presentan muchas complicaciones quirdrgicas siendo diagnosticados de manera
tardia dificultando el tratamiento. El gen SDHD es el mas asociado a familias con
paragangliomas no secretores en cabeza y cuello. Por lo que nuestro
planteamiento del problema se resumiria en conocer cuales son los cambios

moleculares presentes en el gen SDHD en una familia con PGL.

VI.- OBJETIVOS GENERALES

Analizar el gen SDHD en una familia con paraganglioma

VIl.- OBJETIVOS PARTICULARES
Identificar alteraciones moleculares en el gen SDHD asociadas al paraganglioma

Identificar la presencia de polimorfismos en el gen SDHD

VIII.- DISENO DEL ESTUDIO
1.- Tipo de investigacion : Reporte de caso
2.-Universo

La poblacion incluida en este estudio son miembros de dos generaciones de una

familia afectada con PGL

2.1.- Criterios de inclusion:
20



Pacientes con diagnostico de paraganglioma familiar
Mayores de 18 afios
Familiares que deseaban realizarse el estudio.

2.2.- Criterios de exclusion:

Familiares que no deseaban realizarse el estudio o por motivos ajenos no

se tom0 la muestra sanguinea.
3.- Variables del estudio
Independiente
Secuencia del gen de la SDHD, 4 exones.
Dependiente

Mutacion del gen SDHD

IX.-MATERIAL Y METODOS

1.-POBLACION INCLUIDA EN EL ESTUDIO
A) Miembros de la Familia Mestiza Mexicana Sintomaticos
B) Miembros de la Familia Mestiza Mexicana Asintomaticos

Todos los miembros de la familia que se encuentran en el grupo A y B recibieron
asesoramiento genético previo y posterior a la toma de muestra sanguinea. La
muestra se tomd con consentimiento informado . Ademas se interrogé a cada uno

de ellos y se realizé estudio molecular.
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2.- EXTRACCION DEL DNA GENOMICO

El aspecto fundamental de este trabajo es la obtencién de DNA en
cantidades razonables y de alta pureza. Existen varias metodologias que permiten
su obtencion partiendo de diferentes fuentes: gotas de sangre seca, semen,
tumores, pelo o tejidos antiguos. En este caso se obtuvo DNA de todos los sujetos
a partir de leucocitos obtenidos de sangre periférica. EI método consiste en la
eliminacion de los eritrocitos mediante choque hipotonico para dejar limpios los
leucocitos. Posteriormente se lisan los leucocitos para liberar el DNA. La lisis
puede llevarse a totalidad utilizando detergentes id6nicos como el SDS.
Alternativamente pueden lisarse con detergentes no i6nicos como el NP-40 o el
Tritdbn X-100.

A)Obtencion de muestra

1.-Se toman 20 ml de sangre periférica en tubos “vacutainer” que contengan

EDTA como anticoagulante
2.-Transferir 3 ml de sangre a un tubo cénico de 15 ml.
3.- Agregar 3 ml de amortiguador TTS.
4.- Homogeinizar (agitar) de manera gentil

5.- Centrifugar a 3,000 r.p.m. durante 5 minutos. Desechar cuidadosamente

el sobrenadante.
6.- Al paquete leucocitario agregar 1 ml. De TTS
7.- Agitar de manera vigorosa y transferir a un tubo de 15 ml.
8.-Centrifugar a 10,000 r.p.m. durante 3 min.

9.-Decantar el sobrenadante
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10. Repetir los pasos 6,7 y 9 hasta que se obtengan células blancas libres de

eritrocitos (por lo general con 2 pasos es suficiente)

11. Al paquete leucocitario se le agregan 570 microlitros de NaCl al 5Mm y se

agita por 2 min.

12.- Adicionar 30 microlitros de SDS al 10 % y agitar 5 min. Vigorosamente

13.- Adicionar 200 microlitros de NaCl saturado y agitar 10 minutos vigorosamente
14.- Centrifugar a 11,000 r.p.m. durante 30 min. A 4° C.

15.- Decantar el sobrenadante cuidadosamente en un tubo de 13 X 100 mm estéril

y afladir 2 ml de etanol absoluto a -20 ° C.

En este paso se pueden congelar las muestras a -20 ° C o se puede continuar con
la extraccion. La congelacion se puede hacer directamente en los tubos en los
que se tienen las muestras. No se debe descongelar antes del momento de

finalizar la extraccion.

Si se decide continuar la extraccién al momento de agregar el etanol absoluto a -

20 ° C. se observa precipitar el DNA.

16.- Capturar el DNA con una varilla de vidrio y enjuagar en etanol al 70 %

dejando evaporarlo en condiciones esteriles.
17.- Resuspender el DNA en un microtubo de 200 microlitros de agua esteril.

18.- Colocarlo en un termobloque a 60 ° C durante dos horas.

Todos los materiales que se utilicen deben estar estériles para evitar la presencia
de nucleasas. Es importante trabajar con guantes durante trabajar el proceso de
extraccion. La pureza de los reactivos debe ser muy alta , de lo contrario la calidad

del DNA disminuye o puede degradarse.
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A) Disefio de oligonucleotidos y PCR

Los alelos pueden identificarse por la técnica de PCR usando las secuencias
flanqueadoras previamente disefiadas y flanqueadas dependiendo del exon que

se busca amplificar.
1.- Calcular el volumen correspondiente a 500 ng de DNA gendmico
2.- Adicionar en un tubo de 2 mL.
a) El volumen equivalente a 500 ng de DNA gendmico
b) 1 mM MgCI2 (1 microlitro)

c) dNTPs a una concentracion de 2.5 mM. Llevarlos a una concentracion

de 125 microMoles (1microlitro)
d) Buffer 10X llevarlo a una concentracion de 0.5 X (1microlitro)
e)Oligonucledtidos F a una concentracion de 20 Mm, llevarlos a 10 mM.
f) Oligonucleétidos R a una concentracion de 20 Mm, llevarlos a 10 mM.
g) 0.75 unidades de Taq polimerasa ( 1 unidad = 0.3 microlitros)
h) Aforar con agua esteril hasta 50 microlitros

Colocar el termociclador ( Ependorf, Mastercycle gradient) en el siguiente

programa
Desnaturalizacion 95° C 30 segundos
Alineacion 55°a 57° 1 minuto
Extension 72°C 2 minutos

30 ciclos
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Una vez que concluye el programa los productos son sometidos a electroforesis
en gel de agarosa al 1.5 % con objeto de confirmar la presencia de los alelos. El
peso esperado de los fragmentos amplificados varia de 62 a 145 pb. Una vez que
se confirmé el producto de amplificacion. se procede a la purificaciéon del

fragmento.

C) Purificacién del fragmento amplificado y productos de

extension

La purificacion del fragmento observado se realizé mediante el kit
QUIAEX 1l ; esto evita contaminantes en la reaccién de secuenciacion . Esta
técnica remueve el exceso de dNTP's, oligonucledtidos, enzima, ADN , etc., de

esta manera obteniendo una secuencia limpia.

1) Cortar la banda del fragmento amplificado del gel y pesarla

2) Agregar 3 veces el peso de la banda en Buffer QXI y 5 microlitros de
QUIAEX Il en un tubo de 2 mL.

3) Incubar por 10 minutos a 50° C agitando cada 2 minutos el tubo.

4) Centrifugar durante 1 minuto a 10 000 r.p.m. , decantar y afiadir 500
microlitros de buffer QXI.

5) Centrifugar durante 1 minuto a 10 000 r.p.m., decantar y eliminar los

residuos

6) Eliminar los residuos de buffer PE y secar la muestra a temperatura
ambiente. Resuspender con 20 microlitros de agua estéril, centrifugar 2

minutos a 10 000 r.p.m. y el sobrenadante se coloca en un microtubo.

7) Verificar que la purificacion haya sido exitosa , electroforesis del
producto obtenido en un gel de agarosa usando un marcador de peso y

cantidad ( low- mass) de 100 pb.
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3.-Reaccion de secuenciacion

Teniendo la muestra purificada, todo el producto de PCR contiene el ADN
correspondiente a los alelos de los exones de SDHD. Preparamos la muestra para
la secuenciacion automética. La tecnologia de secuenciacién del ADN nos permite

saber el orden o secuencia de los nucle6tidos que forman parte del gen.

Las condiciones de la reaccion son las siguientes

1) Adicionar un tubo de de 200 microlitros

a) Mezcla de reaccion del kit Big Dye Terminator ( 2 microlitros)
b) Purificado de PCR 100 ng/ microlitro (1 microlitro)

c) Oligonucleodtidos F a una concentracion de 10 microM

( 1 microlitro)

d) Oligonucleodtidos F a una concentracion de 10 microM

(1 microlitro)
e) Agregar agua estreril ( 16 microlitros)
f) Adicionar un tubo de de 200 microlitros

2) Colocar en el termociclador el siguiente programa

Desnaturalizacion 96° C 30 segundos
Alineacion 55°a 57°C 15 segundos
Extension 60° C 4  minutos

25 ciclos
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4.- Purificacion de los productos de extension

La purificacion se realiza por el método de columnas Centri Sep para

eliminar la fluoresencia en exceso y permitir una secuanciacion limpia
1.- Pesar una columna de 0.06 g de sephadex

2.- Agregar 800 microlitros de agua inyectable, esperar por lo menos dos

horas a que se hidraten

3.- Centrifugar durante 3 minutos a 3000 r.p.m para retirar el exceso de

agua.

4.- Colocar el producto de la PCR en las columnas y centrifugar durante 3

minutos a 3000 r.p.m. para obtener el producto purificado.

5.- Centrifugar la muestra en una centrifuga al vacio ( Opied Vac.), esperar

hasta que el producto seque y tapar con una septa.

5.- Montaje en la Muestra en el equipo de Secuenciacién
1.- Afadir 20 microlitros de amortiguador de carga TSR Applied Biosistems.
2.- Transferir a un tubo de secuenciacion y colocar una septa.

3.- Desnaturalizar la muestra a 94° C por 2 minutos y colocar

inmediatamente en hielo

4 .- Colocar la muestra en el secuenciador automatizado ABI PRISM modelo

310 de acuerdo a las instrucciones del equipo

X.- RESULTADO

El arbol genealdgico de la familia con paraganglioma se describe a continuacién
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Se realiz6 historia clinica completa en los pacientes afectados, en familiares de

primer grado y en controles sanos.
Las caracteristicas clinicas de los familiares afectados fueron:

[1.1) Masculino de 54 afos que presenta paraganglioma carotideo bilateral , inicio
a los 42 afos de edad con cefalea pulséatil holocraneana intensidad 4 de 10 en
base a escala subjetiva del dolor de dificil control, no aumentaba ni mejoraba ante

ninguna maniobra

[1.3) Masculino de 58 afios que presenta paraganglioma carotideo izquierdo , inicio
a los 47 afos de edad con cefalea pulsatil holocraneana intensidad 2 de 10 en
base a escala subjetiva del dolor de dificil control, no aumentaba ni mejoraba ante

ninguna maniobra

[1.3) Masculino de 58 afios que presenta paraganglioma carotideo izquierdo , inicio
a los 47 anos de edad con cefalea pulsatil holocraneana intensidad 4 de 10 en
base a escala subjetiva del dolor de dificil control, no aumentaba ni mejoraba ante

ninguna maniobra

[1.11) Femenino de 37 afios que presenta paraganglioma carotideo bilateral, inicio
de la sintomatologia a los 29 afios de edad con cefalea pulsatil holocraneana
intensidad 1 de 10 en base a escala subjetiva del dolor de dificil control, no

aumentaba ni mejoraba ante ninguna maniobra .

[11.14) Masculino de 42 afios que presenta paraganglioma carotideo izquierdo ,
inicio de la sintomatologia a los 41 afios con cefalea pulsatil holocraneana
intensidad 2 de 10 en base a escala subjetiva del dolor de dificil control, no

aumentaba ni mejoraba ante ninguna maniobra

[11.20) Femenino de 47 afios que presenta paraganglioma carotideo bilateral, se
desconoce la edad de inicio, ya que no presentd sintomatologia, su diagnostico

fue por hallazgo de imagen.
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[11.22) Masculino de 25 afios que presenta paraganglioma carotideo bilateral,

diagnéstico a los 15 afios de edad por hallazgo imagen.

IV.11)Femenino de 18 afios de edad con feocromocitoma, inicio de la

sintomatologia dudoso ( 10-13 afios )con taquicardia y ansiedad.
Analisis molecular

No se encontré6 mutacion en ninguno de los exones analizados del gen
SDHD ni en las uniones exon-intron que explicase la produccién de los
paragangliomas en los pacientes afectados. Solo se detectd un cambio de
secuencia en una paciente femenina de 20 afios (VI.13) clinicamente sana la
cual es hija de una afectada de paraganglioma bilateral (I11.20) de inicio a los 29
afios de edad. La variable que se encontr6 en la paciente es una transicién de
Adenina por Guanina en el coddn 50 que condiciona un cambio de Histidina por
Arginina, cambiando la conformacion proteica y por consiguiente la funcién de la

misma, ocasionandole una ganancia de funcion.

A continuacion se muestran los electroferogramas que corresponden al exon 2 del

gen de SDHD los pacientes 111.20, IV.13, 11.11 y un control femenino

111.20, BEATRIZ CASTRO LINARES (Afeccién bilateral)
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VI.13, JESSICA JUANA HIDALGO ( Hija de 111.20)
CODON 50
CAC= HISTIDINA

CGC= ARGININA

II.11,BLANCA E. ROSALES CASTRO (Afeccion bilateral)

CONTROL FEMENINO
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Xl.- DISCUSION

El reconocimiento de mutaciones en los 4 exones y regiones intronicas de
los genes de la SDHD en pacientes con paragangliomas de cabeza y cuello no
secretores ha sido basico para entender ciertos aspectos moleculares de la
enfermedad. Este mecanismo biolégico parece explicar el comportamiento del

tumor y la etiologia del mismo.

En el estudio que realizamos en los 4 exones y uniones intron exon del gen
SDHD no se logro encontrar mutacion alguna que explicara la produccion de los

paragangliomas en los pacientes afectados.

En la paciente VI.13 (hija de una afectada con paraganglioma carotideo bilateral)
se encontrd una variable la cual se reporta como “variable natural” Un cambio de
Histidina por Arginina en el codon 50. El polimorfismo aumenta la susceptibilidad
para el desarrollo de paraganglioma, carcinoma de tiroides y de mama; ya esta
asociado a Sindrome “Cowden- like”; se explica ya que la variable H50R causa
aumento de la expresion de la manganeso superoxido dismutasa asociado a un
aumento de especies reactivas de oxigeno aumentando la expresion de AKty
MAPK al doble *. Dichas cinasas controlan la respuesta celular a sefales
externas entre las cuales se encuentran : factores de crecimiento, sefales
inductoras, y estado nutricional; estas cinasas tienen la capacidad de translocarse
al nacleo y modular la accion de factores de transcripcion que intervienen en
crecimiento, divisibn celular y angiogénesis.La evidencia muestra que la
hiperactividad de AKt se encuentra en mdultiples tipos de neoplasias ya que
contiene un dominio que se une a PI3K, lo que ocasiona que sea secuestrada en
membrana plasmatica donde se activa por fosforilacion. PI3K es degradado por
PTEN, de ahi su asociacion con la posibilidad de presentar Sindrome “Cowden
Like”. Otra de las acciones de AKt que explica la produccion de cancer es que

fosforila la Caspasa 9, blogueando la via intrinseca de la apoptosis®.
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A pesar de que la mutacion causante del padecimiento no se encontré en
ninguno de los cuatro exones del gen SDHD, sabemos que la probabilidad
diagnéstica al secuenciar la SDHB, SDHC y SDHD es de 70 %? Por lo cual se
podria continuar el estudio secuenciando los 6 exones de el gen SDHC que
aungue no es el mas afectado en el caso de para gangliomas de cabeza y cuello

no secretores puede ser el causante de dicho padecimiento.

Cabe resaltar la variable que se hallo en la paciente VI.13, que no se encontro en
ningun otro miembro de la familia, llama la atencién porque la paciente no
presenta manifestaciones clinicas, lo que no descarta que en un futuro pueda
desarrollar la enfermedad, pero los afectados no presentan dicha variable.
Probablemente este polimorfismo es consecuencia de una mutacion de novo en

la paciente.

Las medidas que se sugieren en esta paciente son sobretodo del tipo preventivas
en cuanto al diagnéstico temprano de posibles neoplasias ya antes descritas
entre las que se encuentran los paragangliomas, cancer de mama Yy tiroides, por
lo que se sugiere tomar medidas higiénicas con respecto a estas patologias y un

seguimiento mas estrecho por parte de endocrinologia y oncologia.
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XIl.- APENDICE

1.- Secuencia del gen SDHD

EXON 1 62 bp( ESTANDARIZADO) 55 ©C
Cgccattgttcgcctcaggctcgeccaccttccgacagetgtgtttgcgcatgeg
cgacgggtgtgcaccgcctctcgacttccggttcacccagecatttectcttece
tgttttctttcgtcgtcgtgggtgggaattgtcgectaagtggttecgggttyg
tggatgaccttgagccctCAGGAACGAGATGGCGGTTCTCTGGAGGCTGAGTGC
CGTTTGCGGTGCCCTAGGAGGCCGAGgtgaggggtcttcccacciuoiuen
ISR c c 20 ccagggaaggggatggaagtgaggactcatctgccgggt
gggagatctcttgaggagaagaaaataccgaaatcacagcaatgaccactgtag
tctaggggtccagatgtttacccgaaggtatatttcacttgctg

257 PB

EXON 2 117 bp 57°C
Gcagatgttccctggtcttaacttcacagtaaccccagtgaaatagatgctatc
ttcattttacaaataagatgttatcccctatttattgttaagtagcttacctat
ggtcatttagaaagtttgtcagtcctgttaaaggagaggttcttatgatcatcc
taatgactctttcctcagCTCTGTTGCTTCGAACTCCAGTGGTCAGACCTGCTC
ATATCTCAGCATTTCTTCAGGACCGACCTATCCCAGAATGGTGTGGAGTGCAGC
ACATACACTTGTCACCGAGCCACCATTgtatgttctctccatcgctgctgcttt
ctgggctctagccatctttaccttcactaatggtcatgcctttagcaggacttc
ctacctgtagggoiiEE iRl c2catgaagacctagttta
cacctttgggcagacagtgccattatggttgaatgatgccattta

288 PB

EXON 3 145 bp ( ESTANDARIZADO) 55 ©C
Gcecttcaaaaaacagagatagcttctctcaactactattttgatattttacttc
ctttgtactcagagttatatcctatatgtacactgcctgtcagtttgggttact
gtgtggcatatgttgaacatgaaagatgtgtgtttctcacatcaacttttatga
atctggtcctttttgtagCTGGCTCCAAGGCTGCATCTCTCCACTGGACTAGCG
AGAGGGTTGTCAGTGTTTTGCTCCTGGGTCTGCTTCCGGCTGCTTATTTGAATC
CTTGCTCTGCGATGGACTATTCCCTGGCTGCAGCCCTCACTCTTCATGGTCACT
Ggcaagtatagcaattccaaatatagttgtctgctcagtttgtttgctgtgage
ttgtcttatgtattataiice U EEEge o tgccctaaatttgt
tgaaaactttaaaatatatataaaatatgtatatgcctagatttatatatctgce
ctgcctattcaatgtcttt
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494 PB

EXON 4 989 bp ( ESTANDARIZADO) 55° C
catacacacgcaaaaggctatacagaatcccctaaagaagcaaacagtgacagt
ggagtggcaaatggagacattgcatttgaacttgacagattgtttttttgcagc
caagttatctgtatagtcttctaatttcactgtggttttttattgatgttatga
trttttectttttctttagGGGCCTTGGACAAGTTGTTACTGACTATGTTCATGG
GGATGCCTTGCAGAAAGCTGCCAAGGCAGGGCTTTTGGCACTTTCAGCTTTAAC
CTTTGCTGGGCTTTGCTATTTCAACTATCACGATGTGGGCATCTGCAAAGCTGT
TGCCATGCTGTGGAAGCTCTGACCTTTTTGACTTCATACTTTGAAGAATTGATG
TATGCCTCTTTGCCTCTGCTTTGTCATGCCATTAAGCTCACAATAAGGAAGAAA
TAACAGATAAGTCCATTGGTGGACAGCCTTCTTCTCTTAATCACAAGATTATTT
TCAGAATTTAATCTTTGAGGAAAAGGTTTGAGAGGAATTATATCTAAGTTGTGA
GACTEACRICIAIANICICEIEASE TAATGGGGTTGCCTCCCAGCTTCTTATAA
GACTCACAGTATAACTAAACATGATATATCAGCTTTTGCCTTTCAATTTATCAA
TCTCTTAAAGAGAATCCAACTTTATTACGATTAGTATATGATCAAACTTCCATA
TTTGCCTTGGGAATAATGGACAAAGGGAAATACTCTTAATTCATGAATAAAAAC
TTTGCAGAAAATTAGACAGTGTTT
AATTTTCGAAAACTTCCCTCTCTAGACAGTAGATACCACCTACTGATGGTTACA
TATACTAGGGAAATTTTAAAATTAGGAAATGCTGATAGCTCATATTATAAATTT
CTAAATCCTAGGAAGAAACGCTTGGAGTGCTTCTGAATATACAGAAGTTCCATT
TAAGGGCAAGTTTCCCTGTAGATGTATCAAAATACTACCAACTGTAAATTGAGA
TTTAATTCCCAAATGTATTCTACTTGTTCTAAAACAATCTGTCCACAAATATAA
AACTATAAGTAATAAATTGTTATTTTCGCACAATGGGAATCTCTAATGTGAAAA
TGTATTCTATGAAAATAATTTTTTTAAATAAAATGTTATATAATAAAAGTGTCT
TCTATGCTTTTatatattagctatcagtagttttattcattagaattaggtgtc
cattgcatccacagcatgaaaacaaaattgggttttttttrtttttttgagacgg
agtcgcactctgtcacccaggttggagtgcagtggcgtgatctcggagcactgc
aagctccgcctcccaggttcatgtcattc

561 PB

35



Xl .-GLOSARIO

Alelos

Version especifica de un gen que ocupa una localizacion determinada en el
genoma . Se diferencia de otros alelos del mismo gen por ser distinta su secuencia
de nucledtidos . En general uno de los estados alternativos de un mismo gen.

Amplificaciéon de DNA

Proceso por el cual se generan copias de un fragmento de ADN, Puede
producirse in vivo o realizarse in vitro mediante diversas técnicas.

Cromosoma

Elemento que existe en el nucleo de la célula en el momento de su division
0 mitosis, que contiene el material genético.

Enzima

Catalizador biolégico, normalmente una proteina , que mediatiza y
promueve un proceso quimico sin ser ella misma alterada o destruida. Son
catalizadores extremadamente eficientes y muy especificamente vinculados a
reacciones particulares.

Gen

Secuencia de nucledtidos que codifica un producto funcional . Incluye
regiones anteriores (5no traducida) posteriores (3'no traducida) a la regién
codificante , asi como secuencias interpuestas ( intrones) entre exones. Unidad de
transmision hereditaria; ocupa un sitio determinado en los cromosomas llamados
locus.

Genotipo

Conjunto de genes de un individuo que puede expresarse 0 nho. La
contribucion genética de la descendencia. La constitucion genética de un locus en
particular. La constitucidon genética de un organismo.
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Heterocigoto

Un individuo que ha recibido informacién genética diferente de cada uno de
sus padres, para la unidad en cuestion. Tener dos alelos diferentes de un gen
especifico.

Homocigoto

Un individuo que ha recibido la misma informacion genética de cada uno de
sus padres, para la unidad en cuestion. Tener dos alelos idénticos de un gen
especifico.

Kilodaltones

Es una pequeia unidad de masa usado para expresar masas atomicas y
masas moleculares . Es definido como /15 de la masa de un &tomo de oxigeno.

Loci

El plural de locus.

Locus

En genética, punto de un cromosoma ocupado por un gen.

Multifactorial

Causado por interaccion de multiples genes y factores del medio ambiente.

Nervio de Arnorld

Nervio occipital mayor ; es la continuacién del ramo dorsal de C, aunque
también tiene un componente C3;. Emerge entre el atlas y el musculo oblicuo
inferior de la cabeza, perfora el masculo esplenio de la cabeza y la aponeurosis
del muasculo trapecio e inerva la piel del occipucio, asi como parte de los masculos
de la nuca.
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Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Amplificacién enziméatica de fragmentos de DNA localizado entre un par de
iniciadores

Secuenciacion

Secuenciacion de DNA. Determinacion del orden en el cual se disponen las
bases de una molécula de DNA. Proceso mediante el cual se determina el orden
de los nucledtidos o de los aminoacidos de una molécula de acido nucléico o
proteina segun sea el caso.

Taq polimerasa

Una DNA polimerasatermoestable aislada de una bacteria utilizada en PCR

Tumores Cromafines

Término para cualquier (catecolaminas-secretor) neuroendocrino de células
o tumores, independientemente de su ubicacién. Cromafines se refiere a la de
color marron-negro que es el resultado de la oxidacion y polimerizacion de las
catecolaminas que figuran en las células / los tumores por sales de cromo (como
el dicromato de potasio).

“Zellballen”
Patron en que células pequefias se agrupan en nidos y I6bulos, lo cual es
caracteristica distintiva de los paragangliomas
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