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"Los famas para conservar sus recuerdos proceden a embalsamarlos en la siguiente

forma. luego de fijado el recuerdo con pelos y sefiales, lo envuelven de pies a cabeza

en una sabana negra y lo colocan parado contra la pared de la sala, con un cartelito

que dice: "Excursion a Quilmes”, o: "Frank Sinatra”,

Los cronopios, en cambio, esos seres desordenados y tibios, dejan los recuerdos
sueltos por la casa, entre alegres gritos, y ellos andan por e/ medio y cuando pasa

corriendo uno, lo acarician con suavidad y le dicen: "No vayas a lastimarte”, y también:
"Cuidado con los escalones”, Es por eso que las casas de los famas son ordenadas y
silenciosas, mientras que en las de los cronopios hay gran bulla y puertas que golpean.

Los vecinos se quejan siempre de los cronopios, y los famas mueven la cabeza
comprensivamente y van a ver si las etiquetas estan todas en su sitio.”

Julio Cortazar.
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l. RESUMEN

La craneosinostosis coronal se debe al cierre prematuro de la sutura coronal, clinicamente
los casos esporadicos son indistinguibles de los casos familiares, por lo que el
asesoramiento genético generalmente se otorga con base en un riesgo empirico. Se ha
descrito la mutacién Pro250Arg en el gen FGFR3 en algunos pacientes con
craneosinostosis coronal a lo cual se le conoce como sindrome de Muenke, en el estudio
familiar se han identificado individuos portadores de la mutacién con expresividad variable
o incluso no penetrancia. En estos casos el asesoramiento genético se modifica de
manera importante, ya que los individuos con la mutacion Pro250Arg tienen un riesgo del
50% de transmitirlo a su descendencia. El presente estudio tuvo como objetivos conocer
si la mutacion Pro250Arg en el gen FGFR3 se presenta en algunos individuos con
craneosinostosis coronal no sindromatica que acuden al Instituto Nacional de Pediatria,
asi como describir las manifestaciones clinicas en los pacientes en quienes se confirmo el
sindrome de Muenke e identificar los casos de no penetrancia o expresividad variable en
los familiares de primer grado para brindar un asesoramiento genético certero. El estudio
se realiz6 en el laboratorio de Biologia Molecular del Instituto Nacional de Pediatria con un
disefio clinico, observacional, descriptivo, prospectivo y transversal. Se incluyeron

pacientes con craneosinostosis coronal uni o bilateral y sus familiares de primer grado.

En cada caso se realizé una historia clinica con arbol genealdgico asi como radiografias
y/o tomografia axial computada de craneo que comprobaron la sinostosis.

A los familiares de primer grado, de los casos positivos a la mutacion, se les realizé un
estudio clinico y radiolégico para identificar expresion minima o no penetrancia. Para el
estudio molecular se obtuvieron células de descamacién de mucosa oral, utilizando la
técnica por precipitacion salina con el Kit Puregene™ (Gentra Systems, Minneapolis, MN,
USA). En los familiares de primer grado incluidos en este estudio, se realiz6 la extraccion
de DNA a partir de leucocitos provenientes de 3-5 ml de sangre periférica usando EDTA
como anticoagulante. Se amplifico el exdon 7 del gen FGFR3, con una secuencia intronica
adyacente, por medio de la reaccidon en cadena de la polimerasa. El fragmento
amplificado se restringié con la enzima Ncil y los productos de la digestion se analizaron
en un gel de agarosa con el fin de determinar si presentaban o no la mutacién Pro250Arg.
Se incluyeron a 21 pacientes con el diagnéstico de craneosinostosis coronal no
sindromatica. Se encontraron 12 casos con craneosinostosis bilateral (57.14%), 5 casos

con sinostosis izquierda (23.80%) y 4 casos con sinostosis derecha (14.28%). Se



identificaron 3 pacientes positivos a la mutacién Pro250Arg en estado heterocigoto. El
resto de los pacientes incluidos en el protocolo fue negativo a la mutacién. Una vez
identificados los pacientes positivos a la mutacion, se realizd el diagndstico molecular de
los familiares en primer grado y descripcion de las manifestaciones clinicas y radioldgicas.
El identificar 3 casos de Muenke en 21 pacientes analizados sugiere que esta entidad
puede ser una causa frecuente de craneosinostosis en los pacientes que acuden a
nuestro Instituto, por lo cual consideramos que el estudio molecular de la mutacién
Pro250Arg, debe ser incluido en el abordaje diagnéstico de la craneosinostosis coronal
para brindar un asesoramiento genético de certeza.

En las 3 familias, detectadas en el presente trabajo, observamos, como esta descrito en la
literatura, expresividad variable e incluso se identificaron familiares en primer grado
positivos a la mutacion que se consideraban sanos. Ademas, es posible que el espectro
clinico del sindrome de Muenke no se encuentre completamente delineado, ya que en
una de nuestras familias, el caso indice presentd craneosinostosis y un hermano
hidrocefalia, esta ultima no se ha descrito en el sindrome de Muenke pero es probable
que sea parte de las manifestaciones clinicas, dado que se descartaron otros posibles

factores condicionantes de hidrocefalia.



Il. ANTECEDENTES Y MARCO TEORICO

La craneosinostosis se define como el cierre prematuro de una o mas suturas
craneales, lo cual condiciona deformidad craneal que dependera de la o las
suturas involucradas y la etapa de desarrollo en la cual ocurre la fusién (Rimoin y
cols.,1997).

El crecimiento normal del craneo ocurre en direccion perpendicular a cada una de
las suturas mayores; tal como se puede observar en la Figura 1, cuando alguna
de estas se fusiona prematuramente, el crecimiento estara limitado en sentido
perpendicular y se compensara en sentido paralelo a la sutura fusionada

(Delashaw y cols.,1991),
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Figura 1. A) Principales suturas craneales.
B) Patrones normales de crecimiento 6seo craneal, perpendicular ala sutura.

De esta forma cuando la sutura coronal esta involucrada, el craneo sera
braquicéfalo (disminucion del diametro antero — posterior); la escafocefalia, en la
cual el diametro biparietal esta disminuido, se debe al cierre de la sutura sagital; el



involucro unilateral de la sutura lambdoidea da lugar a la plagiocefalia, que es un
craneo asimétrico, mientras que la sinostosis de la sutura metdpica condiciona
trigonocefalia, en la cual el hueso frontal tiene una prominencia que determina una
forma triangular de craneo. Formas mas complejas de craneo se presentan
cuando la sinostosis es multiple.

La sinostosis puede ser un proceso primario, en el cual la causa de la fusion 6sea
es intrinseca a la sutura, o bien ser secundaria a alteraciones en el sistema
nervioso central, a constriccion fetal in utero, alteraciones metabdlicas tales como
el hipertiroidismo, hipercalcemia, hipofosfatemia y las mucopolisacaridosis; asi
como la exposicién prenatal a aminopterina, difenilhidantoina, acido retinoico y
oximetazolina (Cohen,1991).

La craneosinostosis también puede dividirse en aislada o sindromatica, esta ultima
cuando se asocia a otras malformaciones. Se conocen mas de 90 sindromes que
pueden cursar con craneosinostosis, de estos los mas representativos son el
sindrome de Crouzon, Apert, Pfeiffer, Jackson-Weiss, Saethre-Chotzen vy
Carpenter. En términos generales, estos padecimientos se asocian a otras
alteraciones craneofaciales y de extremidades, las cuales en la mayoria de los
casos permiten establecer el diagnostico diferencial de manera clinica (Rimoin y
col., 1997; Stevenson y cols., 1993).

La frecuencia de la craneosinostosis oscila de 0.4 a 1 por 1000 habitantes, siendo
mas frecuente la aislada que la sindromatica. De las aisladas, la sinostosis sagital
es la mas comun y representa el 56-58% de los casos, predominando en el sexo
masculino.

La sinostosis coronal constituye del 18 al 29% de los casos, con un ligero
predominio de pacientes femeninos. El cierre prematuro de la sutura metdpica
contribuye al 6% de los casos. Otras sinostosis o sinostosis multiples representan
hasta un 22%. No se han encontrado diferencias raciales significativas (Rimoin y
cols., 1997; Cohen, 1991).

En la craneosinostosis aislada, la mayoria de los casos son esporadicos sin

recurrencia familiar, pero aproximadamente el 2% de las sinostosis sagitales y el



8% de sinostosis coronales son familiares. El patron de herencia es autosémico
dominante con expresividad variable y con probable penetrancia incompleta.

Las sinostosis coronal unilateral y bilateral se presentan con frecuencia similar y
en una misma familia pueden coexistir ambas variantes, aunque en los casos
familiares la proporcion de bilateral:unilateral es 3:1, comparado con la relacion 1:1
de los casos esporadicos (Rimoin y cols., 1997).

ASPECTOS MOLECULARES EN LA CRANEOSINOSTOSIS

A) RECEPTORES DE FACTORES DE CRECIMIENTO FIBROBLASTICO Y
FACTORES DE CRECIMIENTO FIBROBLASTICO.

Los casos familiares de sindromes que cursan con craneosinostosis han sido
importantes para la identificacion de los genes involucrados en su patogenia,
entre los cuales se encuentran los receptores de los factores de crecimiento
fibroblasticos (FGFRs) (Heutink y cols. 1995).

Los receptores de factores de crecimiento fibroblasticos constituyen una familia de
cuatro genes denominados FGFR1, FGFRZ, FGFR3 y FGFR4, los cuales
codifican para cuatro glicoproteinas que pertenecen a la familia de receptores
tirosin-cinasa; mapeando a cromosomas diferentes: el FGFR7 al cromosoma 10,
el FGFRZ al cromosoma 8, el FGFR3 al cromosoma 4 y finalmente el FGFR4 al
cromosoma 5. Todos ellos presentan tres caracteristicas importantes:

a) Redundancia en la union a ligandos, de tal forma que un receptor puede
unirse a diversos factores de crecimiento fibroblastico (FGF) y a su vez un
mismo FGF puede unirse con diferente afinidad a varios receptores.

b) La union del FGF a su receptor depende de la interaccion del factor con
proteoglicanos heparan-sulfato de la superficie celular.

c) Tienen una multitud de isoformas de receptores ya sea de membrana o

secretados que se producen de un solo gen (Givol y Yayon, 1992).



La union al ligando de los FGFRs esta estrictamente controlada por la unidon con
proteoglicanos heparan—sulfato. Se desconoce si su actividad se debe a un
cambio conformacional del FGF o a una interaccion directa con el receptor, dando
lugar a un complejo ternario: heparan-sulfato--FGF--FGFR. Se ha propuesto que
existen dos subtipos de proteoglicanos heparan sulfato: aquellos que promueven
la unién al receptor y otros que son inhibidores y actuan como supresores locales
del crecimiento al impedir la activacion del FGFR. La activacién de la transduccion
de sefiales intracelulares se lleva a cabo por la oligomerizaciéon del receptor
(Wilkie y cols., 1995; Givol y cols., 1992).

Por otra parte, los FGFs son una familia de mitdbgenos polipeptidicos que
constituyen el ligando de los receptores antes mencionados. Actualmente se han
descrito 9 miembros de dicha familia y se distinguen de otros factores de
crecimiento por la accion pleiotropica de sus integrantes. Ademas de su capacidad
para estimular la proliferacion de diversos tipos celulares, poseen potentes
actividades neurotropicas y angiogénicas. Se sospecha que también tienen un
papel importante durante el desarrollo embrionario (Johnson y cols.,1991; Wilkie y
cols, 1995).

B) GEN FGFR3

El gen FGFRS3 se localiza en 4p16.3 (Keegan y cols., 1991) y esta constituido por
19 exones y 18 intrones que abarcan 16.5 kb y respetan la regla de GT/AG como
sitios donadores y aceptores del splicing. Los exones ocupan 4.2 kb, la secuencia
intronica 11kb y el 1.5 restante corresponde a la region 5 no traducida para las
secuencias promotoras. En el extremo 5’ del gen existe una zona de 770 bp que
corresponden a una isla CpG. No se han detectado cajas TATA o CAAT, sin
embargo, existen varios sitios potenciales de union a factores de trascripciéon en la
region correspondiente al promotor (Pérez-Castro y cols. 1997; Givol y Yayon,
1992).



Se ha demostrado que el FGFR3 se expresa en el cartilago de las placas de
crecimiento de los huesos largos durante la osificacion endocondral, ademas se
ha detectado en cerebro y en la médula espinal en desarrollo (Deng y cols.,1996;
Johnson y cols., 1991).

Aparentemente la expresion durante la vida adulta se concentra en colon, higado,
apeéndice, glandula sublingual, cérvix uterino, vasos sanguineos y de manera muy
llamativa en los islotes de Langerhans del pancreas. Poco se ha descrito acerca
de su expresibn en huesos con osificacion membranosa o en huesos
craneofaciales (Huges, 1997).

El producto del gen FGFR3 es una proteina transmembranal de 125 kDa
constituida por tres dominios de tipo inmunoglobulina (lg-like), correspondientes a
la categoria de cadenas constantes, una caja acida entre el primer y segundo
dominio Ig-like, compuesta por los aminoacidos Asp-Asp-Glu-Asp-Gly-Glu-Asp-
Glu-Ala-Gla-Asp y 7 sitios potenciales de glicosilacion en la region extracelular.
Entre los aminoacidos 372 y 396 se encuentran comprendidos el dominio
transmembranal altamente hidrofébico y dos dominios tirosincinasa a nivel

intracelular (Keegan y cols., 1990), como se puede apreciar en la figura 2.
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Codédn de paro 807Gili, Ara, Cis : Displasia Tanatoférica

Figura 2. Dominios de la proteina FGFR3, mutaciones descritas y patologias que
condicionan (Vajo y cols, 2000).

La unién del ligando al FGFR da lugar a una dimerizacion del receptor, el cual en
su forma activa interactua con un grupo de proteinas mediadoras que intervienen
en la via de Ras. El receptor fosforilado posiblemente se une a la proteina 80K-H,
la cual se une a las proteinas GRB2 y pp66 con el objeto de reclutar al factor de
intercambio de nucledétidos Sos y llevarlo a la membrana plasmatica al sitio donde
se encuentra Ras. De esta manera, Sos puede llevar a cabo el paso de GDP a
GTP en Ras y activarlo. Una vez activo, Ras se asocia con miembros de la familia
de serin-treonin cinasas Raf que a su vez activan una cascada de transduccién de
sefiales mitogénicas en direccion al nucleo. Ras también se une de manera

indirecta al complejo GRB2-Sos mediante Shc por lo tanto el FGFR3 activado



utiliza dos fuentes diferentes del complejo GRB2-Sos para establecer contacto con
Ras (Vajo y cols, 2000), esto se puede ver ejemplificado en la figura 3.

Shc GRB

Figura 3. Via de transduccién de senales mediada por RAS al ser activado por FGFR3 unido
a su ligando.

C) MUTACIONES EN FGFR3

Actualmente se han descrito varias mutaciones en el gen FGFR3 en pacientes
con displasias 6seas que se heredan con un patron autosémico dominante que
cursan con talla baja: como la acondroplasia, la hipocondroplasia y la displasia
tanatofédrica (Figura 1y tabla 1).



FGFR3

SINDROME MUTACIONES
. Gly380Arg
Acondroplasia Gly375Cys, Gly346GIu
Hipocondroplasia Asn450Lys

Arg248Cys, Ser249Cys,
Glys370Cys, Ser371Cys,
Try373Cys, Stop807Gily,
Stop807Arg, Stop807Cys

Displasia tanatoférica Tipo 1

Displasia tanatoférica Tipo 2 Lys650Glu

Crouzon_cqn Acantosis Ala391GIu
Nigricans

Craneosinostosis de Muenke Pro250Arg

Tabla 1. Patologias relacionadas a mutaciones en FGFR3.
(Adaptado de Webster y Donoghue, 1997)

Las mutaciones descritas que condicionan una displasia ésea, confieren al gen
una ganancia de funcidn que conduce a la represion de la proliferacion y
maduracion de condrocitos de manera constante (Bonaventure y cols., 1996;
Rousseau y cols, 1994; Shiang y cols.,1994).

En 1995, Meyers y cols. identificaron una mutacién en el gen FGFR3 en 4
pacientes con sindrome de Crouzon y acantosis nigricans, siendo esta la primera
vez en que mutaciones en dicho gen se asociaban con la presencia de
craneosinostosis (Meyers y cols., 1995).

Posteriormente, Bellus y cols. en 1996 analizaron dos familias con
craneosinostosis cuyas caracteristicas clinicas sugerian el diagnostico de
sindrome de Pfeiffer: al analizar el exdn 7 del gen FGFR3 detectaron una
transversion de C — G en el nucledtido 749 que da lugar al cambio de una prolina
por una arginina en la posicion 250 de la proteina (Pro250Arg) lo cual
posteriormente se describi6 como wuna entidad diferente denominada
craneosinostosis de Muenke; el mecanismo por el cual se presenta una diversidad
de caracteristicas fenotipicas en esta entidad, no esta entendido. Sin embargo, se
sugiere que la transversion modifica la orientacion relativa entre los dominios Ig Il-

Ig Il simulando o acentuando los efectos de unién con el ligando ( Andrew ,1997).



SINDROME DE MUENKE

Como previamente se menciond, la frecuencia de las craneosinostosis oscila de
0.4 a 1 por 1000 habitantes. La sinostosis coronal constituye del 18 al 29% de los
casos de craneosinostosis aislada, con un ligero predominio de pacientes
femeninos. La prevalencia estimada para el sindrome de Muenke es 1 en 30,000,
lo que representa el 8% de todas las craneosinostosis (Sabino y cols, 2004); sin
embargo, se cree que este desorden puede estar subdiagnosticado.

El sindrome de Muenke, fue descrito por Bellus y cols. en 1996 en dos familias,
demostrando que la mutacion Pro250Arg condicionaba craneosinostosis coronal
con un patron de herencia autosomico dominante. Estos autores al ampliar el
estudio en 65 individuos no emparentados con craneosinostosis y que
eventualmente cursaban con dismorfias minimas como hipoplasia medio facial,
fisuras palpebrales hacia abajo o discreta braquidactilia, observaron otros 10
individuos con la mutacidn cuyo fenotipo fue muy variable ya que algunos
presentaron craneosinostosis coronal bilateral, otros craneosinostosis coronal
unilateral o macrocefalia; clinicamente las manos y pies tenian una apariencia
normal, pero radioloégicamente varios de ellos presentaron falanges medias cortas
y anchas en manos, falange media de ortejos hipoplasica o ausente y fusiones
carpales y/o tarsales.

Con base en lo anterior, Moloney y cols. en 1997 realizaron un estudio en el cual
se busco la mutacion Pro250Arg en 26 pacientes no emparentados con
craneosinostosis coronal uni o bilateral no sindromatica mostrando que 8 de ellos
tenian la mutacién en estado heterocigoto (31%) de los cuales sélo dos casos
tenian antecedentes familiares.

Posteriormente, Lajeunie y cols, en 1999, en un estudio con 20 familias no
relacionadas observd que las mujeres eran severamente mas afectadas
fenotipicamente con respecto a los hombres, por lo que parece que el sexo esta
ligado con la expresidn de la mutacidn (Lajeunie y cols. 1999).

Una de las observaciones mas importantes de los estudios hasta ahora realizados
en pacientes con sindrome de Muenke es la gran variabilidad que expresan los



individuos con la mutacion Pro250Arg, con un espectro fenotipico que va desde la
aparente normalidad, hasta el craneo en trébol, pasando por la craneosinostosis
coronal unilateral, bilateral y la afeccién de alguna otra sutura, observandose dicha
variabilidad incluso entre individuos de una misma familia (Bellus y cols, 1996;
Golla y cols, 1997).

Las caracteristicas clinicas que hasta ahora se han observado en el sindrome de
Muenke de manera mas constante son: fusion prematura de la sutura coronal del
craneo unilateral o bilateral, dismorfias menores como hipoplasia mediofacial,
manos anchas con braquidactilia por falanges medias cortas, fusiones carpales y
tarsales que no afectan la funcién de extremidades o epifisis conicas y algunos
casos incluso presentan hipoacusia. La mayoria de los pacientes tienen un
coeficiente intelectual normal aunque hay pacientes en donde puede existir retraso
mental moderado (Bellus y cols, 1996; Golla y cols, 1997) Tabla 2. Es importante
mencionar que el espectro clinico del padecimiento podria ser mas amplio por lo
que es importante la descripcion de mas casos.

Previo a contar con el analisis molecular, algunos pacientes con sindrome de
Muenke se diagnosticaban como Pfeiffer, Crouzon, Saethre-Chotzen o
craneosinostosis no sindromaticas; por otro lado, debido a la evidente variabilidad
fenotipica observada, es dificil en ocasiones, realizar un diagndstico clinico
correcto por lo que actualmente se recomienda realizar el diagnostico certero
mediante el estudio molecular (Flores, 2003).

En las series de casos descritas para el estudio de sindrome de Muenke no se
cuenta con un grupo grande de pacientes por lo que no se ha analizado
adecuadamente la penetrancia de la mutacion Pro250Arg, se sugiere que en esta
entidad hay penetrancia incompleta, dada la identificacion de individuos
portadores de la mutacion pero que no presentan datos clinicos; sin embargo la
identificacion de estos individuos es de vital importancia dado que a pesar de ser
clinicamente sanos tienen riesgo de transmitir el padecimiento a su descendencia.
Se especula que puede haber genes modificadores que pueden modular el efecto
del receptor mutado haciendo que los individuos no presenten las caracteristicas
clinicas (Lajeunie y cols.,1995; Muenke y cols., 1997; Reardon y cols., 1997).



TABLA 2. Estudios realizados previamente en pacientes con sindrome de Muenke

AUTOR NO. TOTAL CRITERIOS DE INCLUSION POSITIVOS A CARACTERISTICAS CLINICAS
PACIENTES MUTACION
PRO250ARG
Bellus 14 pacientes | Pacientes con craneosinostosis de 3 3 mujeres 3 pacientes con craneosinostosis unicoronal
1996 familias no relacionadas 1 hombre 1 paciente con paciente con craneosinostosis bicoronal
1 paciente con epifisi conica
11 pacientes con asimetria facial
1 paciente con retraso mental moderado
Reardon 165 con craneosinostosis coronal 4 familiares familia 1.- craneosinostosis bicoronal, pulgar ancho, retrazo mental
1997 pacientes 45 casos familiares con o sin|5 casos Unicos moderado.
malformaciones en extremidades familia 2.- craneosinostosis bicoronal y unicoronal, simetria facial, frente
120 casos unicos aplanada, retrazo mental moderado, braquidactilia.
47 con craneosinostosis familia 3.- simetria facial, pabellones auriculares prominentes,
craneosinostosis bicoronal.
familia 4.- frente aplanada y malformaciones de los miembros,
craneosinostosis bicoronal.
esporadicos.- craneosinostosis unicoronal, epifisis conicas, retraso mental
moderado
Golla 20 pacientes | miembros de familia alemana 7 mujeres 4 pacientes mostraron craneosinostosis unicoronal
1997 (4 generaciones) 3 hombres 6 pacientes mostraron craneosinostosis bicoronal
con craneosinostosis 7 pacientes con hipertelorismo
5 pacientes mostraronasimetria facial
3 pacientes mostraronestrabismo
2 pacientes mostraron ptosis palpebral
Moloney 26 pacientes | pacientes con craneosinostosis uni o |8 mujeres 6. pacientes con sutura bicoronal
1997 bicoronal 1 hombre 2 pacientes con sutura unicoronal
7 pacientes con asimetria facial
1 frente aplanada
1 limitacién intelectual
Bellus 14 pacientes | Pacientes con craneosinostosis de 3 3 mujeres 3 pacientes con craneosinostosis unicoronal
1996 familias no relacionadas 1 hombre 1 paciente con paciente con craneosinostosis bicoronal

1 paciente con epifisi conica
11 pacientes con asimetria facial
1 paciente con retraso mental moderado




TABLA 2. Estudios realizados previamente en pacientes con sindrome de Muenke

AUTOR NO. TOTAL CRITERIOS DE INCLUSION POSITIVOS A CARACTERISTICAS CLINICAS
PACIENTES MUTACION
PRO250ARG
Muenke 170 miembros de 20 familias no relacionadas | 61 pacientes 46 pacientes con sinostosis coronal
1997 pacientes con craneosinostosis 8 fueron | 11 pacientes con braquidactilia
esporadicos 6 epifisis conicas
53 fueron casos | 2 fusion carpal
familiares 13 braquidactilia
14 pacientes con clinodactilia
2 pacientes con falanges medias cortas
9 pacientes con apariencia normal
52 pacientes con asimetria facial
17 pacientes con hipoacusia
9 pacientes son portadores, no presentan caracteristicas fenotipicas
Graham 13 pacientes |2 familias con craneosinostosis coronal, | 6 mujeres En ambas familias existe craneosinostosis unicoronal y bicoronal
1998 braquidactilia y fusiones carpal y tarsal 1 hombre 2 mujeres con braquidactilia
1 paciente con limitaciones Intelectuales
3 pacientes con fusion carpal
2 pacientes con fusion tarsal
2 pacientes con retraso mental moderado
Gripp 37 pacientes | Pacientes con craneosinostosis 4 Pacientes 4 pacientes con craneosinostosis unicoronal
1998 coronal 2 pacientes con epifisis conicas
1 paciente con limitaciones intelectuales
2 pacientes con fusiones carpales
2 pacientes con audicion baja
Lejeunie 97 pacientes | Pacientes con craneosinostosis 17 hombres 5 pacientes con epifisis conicas
2006 35 casos esporadicos 19 mujeres 2 pacientes con fusion tarsal

27 familias no relacionadas

pacientes con hipoplasia maxilar,
proptosis ocular, anormalidades del
craneo

6 varones con braquidactilia
13 mujeres con braquidactilia
9 pacientes son portadores pero no presentan caracteristicas fenotipicas




En el Instituto Nacional de Pediatria, en un estudio previo se analizaron 16
pacientes con craneosinostosis coronal uni o bilateral, en los cuales
identificamos un caso indice con la mutaciéon Pro250Arg, que presentaba
craneosinostosis coronal bilateral, dismorfias menores faciales como hipoplasia
medio facial, paladar blando con rafé medio prominente asi como braquidactilia,
clinodactilia de 5° dedo y pliegues palmares aberrantes. En el analisis familiar se
identifico la mutacion en el padre del paciente, quien se habia diagnosticado
como sano. El estudio radiologico descartd afeccion de suturas craneales en el
padre, pero en una exploracion fisica intencionada se observdé un craneo con
tendencia a la braquicefalia, fisuras palpebrales hacia abajo y las orbitas poco
marcadas. En este caso se considerd que los datos clinicos en el padre podrian
sugerir una expresion minima aunque no se descartaba la posibilidad de que en
realidad en el padre hubiera existido el fenbmeno de no penetrancia, el estudio
molecular en esta familia permitié brindar un asesoramiento con relacién al
riesgo de recurrencia de manera certera dado que el identificar la mutacidn
Pro250Arg en el padre le confiere un riesgo de transmitirlo a su descendencia
del 50%.

La descripcién de esta familia nos sugiere que en nuestra poblacidén existen
pacientes con craneosinostosis coronal en quienes no se ha establecido el

diagndstico adecuado de sindrome de Muenke.



Il JUSTIFICACION

Las caracteristicas clinicas de los pacientes con craneosinostosis coronal no
sindromatica no permiten distinguir los casos esporadicos de los casos familiares,
lo cual determina que el asesoramiento genético se otorgue con base en un riesgo
empirico.

Recientemente se ha descrito la mutacion Pro250Arg en el gen FGFR3 en un
grupo de pacientes con craneosinostosis coronal y en algunos de sus familiares
clinicamente sanos, que después de una busqueda intencionada muestran
minimas alteraciones o bien se consideran individuos con no penetrancia. En
estos casos el asesoramiento genético se modifica de manera importante, ya que
los individuos con la mutacion Pro250Arg tienen un riesgo del 50% de transmitirla
a su descendencia. Ademas de que el espectro de manifestaciones del sindrome
de Muenke no esta completamente definido a nivel internacional.

En el Instituto Nacional de Pediatria en los servicios de Neurocirugia y Genética se
atienden pacientes con craneosinostosis coronal, pero desconocemos si algunos
de estos pacientes tienen en realidad una craneosinostosis de Muenke asi como
las caracteristicas clinicas asociadas.

Por lo anterior, en el laboratorio de Biologia Molecular se estandarizaron las
técnicas que permiten identificar la mutacion Pro250Arg en el gen FGFR3 en
pacientes con craneosinostosis coronal. En los casos indice en quienes se
confirmé la mutacion Pro250Arg, asi como a sus familiares de primer grado
positivos a la mutacion, se les realizé un estudio clinico intencionado, radiologico y
audiologico para identificar expresion minima o no penetrancia.

De acuerdo con los resultados, se describen las manifestaciones de tres familias
positivas a la mutacion que muestran la expresividad variable de la entidad. De
acuerdo a ésta informacion se brindé asesoramiento genético a cada familia. Los
resultados sugieren que en el Instituto Nacional de Pediatria hay pacientes con
craneosinostosis coronal por presentar el sindrome de Muenke que requieren

diagnosticarse mediante el estudio molecular del gen FGFRS3.



IV.  PLANTEAMIENTO DE PROBLEMA

El presente estudio busca establecer si la mutacion Pro250Arg en el gen FGFR3
se presenta en algunos individuos con craneosinostosis coronal no sindromatica
que acuden al |Instituto Nacional de Pediatria, asi como describir las
manifestaciones clinicas en los pacientes en que se confirme el sindrome de
Muenke e identificar los casos de no penetrancia o expresividad variable en los
familiares de primer grado para brindar un asesoramiento genético certero.

V. OBJETIVOS

1.- General

Describir la frecuencia y caracteristicas clinicas del sindrome de Muenke en
pacientes con craneosinostosis coronal uni o bilateral que acuden al Instituto

Nacional de Pediatria.

2.- Especificos

a) Determinar la frecuencia del sindrome de Muenke por la caracterizacion de la
mutacion Pro250Arg en el gen FGFR3 en la poblacion de pacientes con
craneosinostosis coronal que acuden al Instituto Nacional de Pediatria

.b) Describir las caracteristicas clinicas asociadas a la craneosinostosis coronal en
pacientes con la mutacion Pro250Arg.

c) Identificar casos de no penetrancia o expresividad variable mediante el estudio
clinico, radiolégico y molecular de los familiares de primer grado de aquellos

pacientes en donde se identifique la mutacion.



VI. MATERIAL Y METODOS

a) Clasificacion de la investigacién

Estudio clinico, observacional, descriptivo, prospectivo y transversal.

b) Material y métodos

Criterios de inclusioén

Se incluyeron pacientes con craneosinostosis coronal unilateral o bilateral primaria
documentada con estudio radiologico y/o TAC de craneo, que no era parte de una
entidad sindromatica y que acudieron a la consulta externa de Genética o
Neurocirugia del Instituto Nacional de Pediatria, asi como los familiares de 1er
grado de pacientes en quienes se confirmé la mutacidén Pro250Arg.

Criterios de exclusion

Se excluy6 temporalmente a los pacientes que en el momento del estudio tenian

el antecedente de haber sido transfundidos en los ultimos 3 meses.

Poblacion de estudio

Se incluyeron pacientes que acudieron a la consulta externa de Genética o
Neurocirugia del |Instituto Nacional de Pediatria, con el diagnostico de
craneosinostosis coronal uni o bilateral no sindromatica. Se realizé una historia
clinica que incluyd un arbol genealdgico para distinguir los casos unicos de los
familiares y una exploracion fisica para descartar los casos sindromaticos.

En los casos indice en quienes se confirmo la mutacion Pro250Arg asi como a sus
familiares de primer grado en quienes también se confirmd la mutacion, se realizé
un estudio clinico intencionado, radiologico y audiolégico para identificar

expresion minima o no penetrancia. Ver hoja de captacion de datos, ANEXO 1



Tamafio de Muestra

Se desconoce la frecuencia del sindrome de Muenke en pacientes con
craneosinostosis coronal; sin embargo, se sugiere que el 8% de los casos son
familiares y representan en realidad pacientes con este sindrome, de acuerdo a
ello la poblacion que se pretende estudiar es de 100 pacientes con
craneosinostosis coronal aislada. El presente trabajo de tesis presenta un reporte
preliminar de 21 pacientes.

Diagnéstico molecular en pacientes con craneosinostosis coronal no

sindromatica.

a) Creacion de un banco de DNA

Se cuenta con un banco de DNA de los pacientes con craneosinostosis coronal
no sindromatica, que se obtuvo a partir de células de descamacién de mucosa
oral, utilizando la técnica por precipitacion salina con el Kit PuregeneT"’I ( Gentra
Systems, Minneapolis, MN, USA). En los familiares de primer grado de pacientes
en quienes se confirmoé la mutacion, se realizd la extraccidon de DNA a partir de
leucocitos provenientes de 3-5 ml de sangre periférica usando EDTA como

anticoagulante.

b) Cuantificacion del DNA

Se realiz6 una dilucion de 2 pl de la muestra de DNA en 498 ul de agua estéril y se
registré la densidad Optica a una longitud de onda de 260 nm. Para cuantificar la
concentracion de DNA se aplico la siguiente férmula:

(D.O) (F) (dil) = (DNA) pg/ml
donde:

D.O = densidad optica a 260 nm



F = constante equivalente a 0.05 (50 ng de DNA =1 D:0O)

Dil = volumen de dilucién equivalente a 250 pl

c) Integridad del DNA

La integridad del DNA se evalu6 por medio de electroforesis, mezclando 1 ul de la
muestra con 2 pl de colorante azul de bromofenol-xilencianol (0.05% : 0.05%) y 7
pl de agua estéril. La electroforesis se llevd a cabo durante 20 min. a 100 voltios
en un gel de agarosa al 0.7% con bromuro de etidio; posteriormente el DNA se

observé en un transiluminador con luz ultravioleta y se tomaron fotografias.

d) Identificacion de la mutacién Pro250Arg

Para identificar la mutacién Pro250Arg se amplifico el exén 7 del gen FGFR3
mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y posteriormente se

digirio el producto de la PCR con la enzima de restriccion Ncil.

e) Amplificacién por la reaccién en cadena de la polimerasa
Para la PCR se utilizaron 200 ng de cada uno de los siguientes iniciadores:

F: (5 - AGTGACGGTGGTGGTGAGGGAG - 3’)

R: (5 — CCAAATCCTCACGCAACCC -5)

Con el objeto de amplificar un fragmento de 337 pares de bases (bp) que incluyo
al exon 7 (191 bp) y 196 bp del intrén adyacente. Se utilizaron 5 U de Taq
polimerasa, buffer de reaccion 2.5 pl, 20 mM de MgCl,, 1 pl de cada uno de los
trinucledtidos dATP, dGTP, dTTP, dCTP, dimetilsulfoxido al 10% y 1 ul de DNA de
la muestra problema. La reaccion se llevo a cabo en el termociclador Applyed
Biosystems modelo Gene Amp PCR System 2700, bajo el siguiente programa:
Desnaturalizaciéon inicial durante 4 minutos a 95°C seguida de 35 ciclos
consistentes en desnaturalizacion a 95°C por 1 minuto, alineacién a 63°C por 1

minuto y extension a 72°C por 1 minuto. Posteriormente se sometieron a una



extension final a 72°C durante 5 minutos, se tomaron 8 pl del producto para
analizarlo por electroforesis en un gel de agarosa al 3 % tefiido con bromuro de
etidio (Moloney y cols., 1997; Gyapay y cols.,1994).

La restriccion del fragmento obtenido por PCR se llevé a cabo con la enzima Ncil
(New England Biolabs, USA), utilizando 10 U de enzima, 2 ul de buffer y 15 ul del
DNA amplificado, a 37 °C durante 16 horas. Los alelos normales presentaron un
sitio de corte, lo cual dio lugar a un fragmento de 214 bp y otro de 123 bp,
mientras que la presencia de la mutaciéon Pro250Arg (C749G) cred un sitio de
restriccién adicional, dando lugar a fragmentos de 151 bp, 63 bp y 123 bp. Los
productos de la digestion se analizaron por electroforesis en un gel de agarosa al

4% tenido con bromuro de etidio (Bellus y cols., 1997; Moloney y cols., 1997)

Estudio clinico, radiolégico y audiolégico en individuos con la mutacién
Pro250Arg.

Como previamente se menciond, en los casos indice en quienes se confirmé la
mutacion Pro250Arg asi como a sus familiares de primer grado en quienes
también se confirmé la mutacién, se les realizé un estudio clinico intencionado,
radiolégico y audiolégico para identificar expresion minima o no penetrancia.

El estudio clinico fisico se realiz6 por el médico Genetista para consignar la
ausencia o presencia de macrocefalia, fisuras palpebrales hacia abajo, ptosis
palpebral, asi como otras posibles dismorfias menores asociadas como
braquidactilia y/o clinodactilia (ver definiciones operacionales).

El estudio de somatometria facial se llevd a cabo por el especialista en
Maxilofacial, para valorar la presencia o ausencia de hipoplasia mediofacial, o
asimetria facial. Se tomaron cuatro medidas del analisis de Arnett y Bergman
(Arnett WG, McLaughlin PR y Zamora EC, Duarte IS). Aqui es necesario explicar
a detalle la técnica utilizada:



Primeramente para realizar la evaluacion clinica se coloca al paciente en posicion
natural de la cabeza: que se define como la orientacion craneal que el paciente
asume de forma natural, la cual es una posicion estable y repetible, y se considera
como la unica posicion confiable para realizar esta evaluacion clinica. Esta
posicion se logra pidiéndole al paciente que se coloque en una posicion relajada al
colocar un espejo vertical frente al paciente y pidiéndole que se mire a los ojos.

El analisis clinico facial se realiza en dos vistas del paciente: vista frontal y vista
lateral, ambas en posicién natural de la cabeza y mandibula en reposo.

1) Se valora la simetria facial en su vista frontal :

Para valorarla se coloca una linea imaginaria que une el punto medio del puente
nasal (Pn) y el filtrum (f) sobre una forma vertical.

El analisis sigue un orden comenzando por las orbitas, la nariz, la boca y el
menton; se puede ayudar con lineas que pasen de lado a lado tocando los arcos
superciliares, las pupilas, el borde inferior de la nariz, las comisuras labiales y el
borde inferior del menton (Figura 4). Si la linea no pasa en la parte central de la

cara se considera que existe asimetria.
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Figura 4. Muestra la forma de evaluar la asimetria facial.



e Tercios faciales

Esta medida nos sirve para valorar la armonia de la estética facial estableciendo
los componentes craneofaciales superior, medio e inferior, los que se conocen
como tercios faciales.

El tercio superior estd demarcado hacia arriba por el Triquion (Tr), la linea de
implantacion del cabello y por debajo con el tercio medio por la parte media de la
cejas o entrecejo (Ec). El tercio medio va del entrecejo hasta el punto subnasal,
(Sn) punto de unidn entre la nariz y el labio superior. Por ultimo, el tercio inferior
va del punto subnasal al menton de tejidos blandos (punto mas inferior del
mentén). La relacion mas importante es la proporcidon entre el tercio medio e
inferior que debe ser 1:1, una alteracion en esta relacion denota problemas

esqueléticos que indican hipoplasia mediofacial. Figura 5.

Figura 5. Mediciones para evaluar hipoplasia mediofacial.



2) Se valora la simetria facial en su vista de perfil :

Se realiza en posicion natural de la cabeza. Se utiliza la valoracion del contorno de

la mejilla y la armonia de los tercios faciales en vista de perfil.

e Contorno de la mejilla

Es una forma de evaluar clinicamente la posicion espacial de los maxilares se
compone de dos segmentos que corresponden al contorno del pomulo (Cp) y uno
inferior correspondiente al contorno de la base nasal y el labio (Bn-L).

El contorno del pomulo comienza en el arco cigomatico (Ac), por delante del
pabellon de la oreja sobre un horizontal tangente al parpado inferior del ojo, este
contorno desciende sutilmente y atraviesa el punto pomular que se encuentra por
debajo y por delante del canto externo del ojo, desciende y atraviesa el punto Pm,
que es el vértice del contorno del pomulo y coincide con el ala de la nariz y
representa la base maxilar, desciende a partir del punto Pm y termina por detras
de la comisura labial. Esta es la parte que se denomina Bn-L.

El andlisis se realiza en conjunto entre la vista de perfil y frente. El contorno de la
mejilla representa la relacion intermaxilar en sentido antero-posterior; se puede
decir que cuando el contorno de la mejilla es continuo y hace una curva sutil, la
relacion intermaxilar es correcta y el perfil es armodnico. Si el contorno se
interrumpe, se trata de una discrepancia antero-posterior de los maxilares; en

pacientes con deficiencia maxilar la continuidad se rompe a nivel del punto Pm.



e Evaluacion de la armonia de los tercios faciales de perfil

Se realiza tomando los mismos puntos de referencia utilizados en la evaluacién de

frente y la proporcion es la misma. Figura 6.

Figura 6.- Valoracién del contorno de la mejilla y la armonia de los tercios faciales en
vista de perfil.

Las mismas mediciones se realizaron al tomarle una fotografia de frente y de perfil

a los pacientes.

El estudio radioldgico consistio en la toma de radiografias comparativas de manos
y pies las cuales fueron valoradas por dos radidlogos para determinar la presencia
0 ausencia de fusion carpal o tarsal, epifisis cénicas o falanges medias cortas o

anchas (ver definiciones operacionales).



La valoracién de audicion la realizo el médico Audidlogo mediante audiometria
tonal y/o impedanciometria para determinar si existia una audicion normal o

hipoacusia.

Variables de estudio

Se analizaron las siguientes variables:

Variable: Tipo
Sexo Cualitativa, categorica, nominal, dicotémica.
Edad Cuantitativa, numérica, discreta.

Las manifestaciones clinicas en los sistemas enunciadas a continuacion, se

analizaron como variables cualitativas, categoéricas, nominales, dicotdmicas.

1)si=presente

2)no=ausente

Sinostosis bicoronal: fusion prematura de ambas suturas coronales identificada

por radiografias de craneo o TAC que muestran esclerosis de las suturas.
Sinostosis unicoronal: fusidon prematura de una sutura coronal identificada por
asimetria craneal y mediante radiografias de craneo o TAC que muestran
esclerosis de una sutura.

Macrocefalia: perimetro cefalico por arriba de la percentila 97.

Asimetria facial: diferencia en el tamano de la cara valorado por evaluacion

clinica.

Hipoplasia mediofacial: falla en el desarrollo de la regién media de la cara, que

afecta la porcion inferior de las orbitas, huesos nasales y maxila.



Fisuras palpebrales hacia abajo: canto externo de ojos dirigido hacia abajo.

Hipertelorismo ocular: incremento en el espacio entre los ojos determinado por

la medicion interpupilar.

Ptosis palpebral: nivel anormalmente bajo del parpado superior durante la mirada

directa hacia adelante.

Hipoacusia: disminucién en la audicion determinada por audiometria tonal y/o

impedanciometria.

Retraso psicomotor/mental: retardo o falta en la adquisicion de habilidades

motoras, de socializacion y de lenguaje.

Manos con:

Braquidactilia: acortamiento de los dedos por falla en el desarrollo, ausencia o

anormalidades en la forma de falanges o metacarpos.

Clinodactilia: desviacion radial de la falange distal del quinto dedo por hipoplasia

de la falange media.

Pies con:

Braquidactilia: acortamiento de los dedos por falla en el desarrollo, ausencia o

anormalidades en la forma de falanges o metatarsos.

En radiografias de manos:

Fusién carpal: falla en la separacion de las interzonas articulares en los huesos

de la munfeca.



Epifisis conicas: base ancha con parte superior en vértice.

Falange media corta y ancha: hueso medio de los dedos de menor tamafio y

mas ancho.

En radiografias de pies:

Fusidn tarsal: falla en la separacion de las interzonas articulares en los huesos
del tobillo.

Epifisis conicas: base ancha con parte superior en vértice.

Falange media corta y ancha: hueso medio de los dedos de menor tamafio y

mas ancho.



l. CONSIDERACIONES ETICAS

Se solicitd el consentimiento informado de los padres de los casos indice menores
de edad que cumplieron con los criterios de inclusion.

En los casos donde se confirmé la mutacion, se solicitd a los padres su
autorizacion para participar en el estudio mediante la firma de la carta de
consentimiento informado. ANEXOS 2 y 3.

La informacion personal, de identidad y del genotipo asi como los resultados del
estudio clinico, radiolégico y audiologico se manejaron de forma estrictamente
confidencial, siguiendo las normas establecidas por la declaracion de Helsinki, las
Buenas Practicas Médicas y del ELSI (del inglés “Ethical, Legal and Social
Issues”). El asesoramiento genético se brindo en todos los casos de acuerdo a los
resultados obtenidos.



VIll.  RESULTADOS

Durante el periodo comprendido de marzo a diciembre del 2007, ingresaron al
protocolo 21 pacientes con el diagndstico de craneosinostosis coronal no
sindromatica. De estos, 16 pacientes (76.2%) correspondieron a pacientes del
género femenino y 5 pacientes (23.8%) al género masculino, con una relaciéon
hombre-mujer 1:3.2. De acuerdo con la historia clinica se identificaron 20 casos

unicos y 1 familiar (hermano menor afectado). Tabla 3.

No.
Protocolo Género Edad Familiar o aislado Unilateral Bilateral | Eventos quirldrgicos

1 Fem 11a5m Aislado Sl 1
2 Fem 6a6m Aislado Sl No requiri¢***
3 Fem 5allm Aislado 1ZQ 1
4 Fem 9a9m Aislado 1ZQ 1

5+ Masc 11a4m Familiar Sl No*
6 Fem 7allm Aislado Sl 1
7 Fem 2a’m Aislado DER 1
8 Masc 3a3m Aislado Sl 2

9+ Masc 5a9m Aislado Sl 1
10 Fem 6a8m Aislado 1ZQ 1

11 Fem 2alm Aislado DER 1

12 Fem 3adm Aislado Sl No requiri¢***
13 Fem 2allm Aislado DER 1

14 Fem labm Aislado Sl 1

15 Fem 1a10m Aislado 1ZQ 1

16 Masc 5abm Aislado Sl No requiri¢***
17 Masc labm Aislado Sl 1

18 Fem 7a8m Aislado Sl 1

19+ Fem 3a3m Aislado DER No requiri¢***
20 Fem 10m Aislado 1ZQ 1

21 Fem 6m Aislado Sl En lista de espera

Tabla 3. Relacién de pacientes incluidos en protocolo marzo-diciembre del 2007

+Paciente con diagndstico molecular positivo para sindrome de Muenke
* Familiar no autorizé evento quirdrgico.
***| 0s pacientes no poseen compromiso funcional o neurolégico.

La edad al diagnoéstico comprendio entre los 6 meses y los 11 afos, con un
promedio de edad de 4.1 afos.

Con relacion a la craneosinostosis coronal, se encontraron 12 casos con
sinostosis bilateral (57.14%), 5 casos con sinostosis izquierda (23.80%) y 4
casos con sinostosis derecha (14.28%). La distribucion de acuerdo a género se

presenta en la Figura 7.
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Figura 7. Distribucidn de pacientes de acuerdo a género.

Mediante la técnica de amplificacién por reaccion en cadena de la polimerasa y
restriccibn enzimatica (descrito en Material y Métodos) se identificaron 3
pacientes positivos a la mutacion Pro250Arg en estado heterocigoto. El resto de
los pacientes incluidos en el protocolo fue negativo a la mutacion. En la figura 8

se observa el analisis molecular de la mutacién Pro250Arg.
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Figura 8. Gel de agarosa al 4% en donde se observa en los carriles 2 y 6 sujetos positivos a la
mutacién Pro250Arg, la presencia de la mutacién Pro250Arg crea un sitio de restriccion adicional,
dando lugar al fragmento de 151 pb (pares de bases); mientras que en los carriles 3,45y 7 se
encuentran pacientes negativos a la mutacién. Carril 1 corresponde al marcador de pesos
moleculares.



Una vez identificados los pacientes positivos a la mutacién, se prosiguié al
diagnostico molecular de los familiares en primer grado y descripcion de las
manifestaciones clinicas y radiolégicas. A continuacion presentamos el arbol
genealdgico y caracteristicas clinicas de cada uno de nuestros pacientes

positivos a la mutacion.

FAMILIA 1

Caso indice que corresponde a un masculino de 11 afios 4 meses de edad con
madre y hermano menor positivos a la mutaciéon Pro250Arg (figura 9). El caso
indice era candidato a remodelacion craneal, sin embargo no se autorizé el
evento quirargico por la madre. El hermano menor, a pesar de poseer
craneosinostosis coronal derecha y metopica, no presenta compromiso funcional
0 neuroldgico por lo que no posee indicacion quirdrgica. La madre se
consideraba sana por lo que nunca habia solicitado atencion médica
previamente. En la Tabla 4 se presentan las caracteristicas fenotipicas,

radiograficas y auditivas de esta familia.



Figura 9. Obsérvese las caracteristicas clinicas como fisuras
palpebrales hacia abajo, asimetria facial y ptosis palpebral.

Manifestaciones clinicas: En el caso indice podemos observar que el fenotipo
craneofacial se caracteriza por fisuras palpebrales hacia abajo, hipertelorismo
ocular, y asimetria facial. Estas caracteristicas también se presentan en la
madre y el hermano menor. La hipoplasia medio facial s6lo estuvo presente en
la madre. En cuanto a la presencia de ptosis palpebral esta se presentd en
nuestro caso indice y en la madre. En las manos se presentd braquidactilia en
ambos hermanos. La macrocefalia y clinodactiia en manos no fueron
caracteristicas clinicas en los miembros de esta familia.

Manifestaciones radioldgicas: Al analizar las radiografias de manos y pies se
observd que el caso indice Uunicamente presentd falanges medias cortas en los
pies, mientras que el hermano y la madre presentaron fusion carpal en manos.
Figura 10.

Manifestaciones audioldgicas: Sin alteraciones en la audicion, sin embargo
con mala discriminaciéon fonémica* en hermano menor y la madre.

Nuestro caso indice no pudo ser valorado a nivel audiolégico debido a que se
encontraba bajo tratamiento por el servicio de Otorrinolaringologia y habia sido

sometido a colocacion de tubos de ventilacion en el afio del 2003.



MANIFESTACIONES CASO INDICE HERMANO MADRE

CLINICAS

EDAD 1124m 626m 442

TIPO SINOSTOSIS Bicoronal Coronal derecha y No valorable por edad
metopica

MACROCEFALIA No No No

HIPOPLASIA MEDIO No No Si

FACIAL

FISURAS PALPEBRALES Si Si Si

HACIA ABAJO

HIPERTELORISMO Si Si Si

OCULAR

PTOSIS PALPEBRAL Si No Si

ASIMETRIA FACIAL Si Si Si

RETRASO PSICOMOTOR Si Si Si

HIPOACUSIA No valorable Mala discriminacién Mala discriminacién
fonémica* fonémica*

BRAQUIDACTILIA Si Si No

MANOS

CLINODACTILIA MANOS No No No

FUSION CARPAL MANOS No Si Si

EPIFISIS CONICAS No No No

MANOS

FALANGE MEDIA CORTA No No No

MANOS

BRAQUIDACTILIA PIES No No Si

FUSION TARSAL PIES No No No

EPIFISIS CONICAS PIES No No No

FALANGE MEDIA CORTA Si No Si

PIES

EVENTOS QUIRURGICOS No No No

Tabla 4. Caracteristicas clinicas, radiol6gicas y audioldgicas en familia 1.
*La discriminacion fonémica se caracteriza por dificultad para otorgar un significado a las
palabras que se escuchan.

Figura 10. Se observa la fusién carpal de huesos grande
y ganchoso izquierdos en hermano del caso indice. (Il 2)




FAMILIA 2

Caso indice que corresponde a masculino de 5 afios 9 meses de edad con
craneosinostosis bicoronal, cuya madre y hermana menor poseen un fenotipo
normal, sin embargo fueron positivas a la mutacién Pro250Arg (Figura 11 y 12).
El caso indice fue sometido a frontoorbitotomia y avance frontal en 2003, con
buena evolucion post quirargica. El padre fue negativo a la mutacion Pro250Arg.
Por dltimo, el hermano mayor - positivo a la mutaciéon - posee hidrocefalia sin
craneosinostosis; en el afio de 1999 se sometid a colocacion de sistema de
derivacion ventriculo peritoneal. En la tabla 5 se presentan las caracteristicas

fenotipicas y radiogréficas de esta familia.

Figura 11. Manifestaciones craneofaciales en caso indice y sus familiares en
primer primer grado. Observe la expresividad variable del fenotipo.
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Figura 12. Restriccion enzimatica en gel de agarosa 3% en donde el carril

1 corresponde al marcador de pesos moleculares. Carriles 2-5 corresponden
al caso indice y familiares en primer grado positivos a la mutacion. Carril 6:
control positivo a la mutacion Pro250Arg, Carril 7: control sano.

Manifestaciones clinicas: en esta familia madre e hijos son positivos a la
mutacion y presentan clinodactilia y braquidactilia. La asimetria facial estuvo
presente en el caso indice, hermano mayor y la madre. Las fisuras palpebrales
hacia abajo se encontraron presentes Unicamente en la madre. La hipoplasia
medio facial y el hipertelorismo ocular s6lo se presentaron en el caso indice
(Figura 13).

La hermana menor y la madre — ambas positivas a la mutacion — clinicamente
son sanas y poseen dismorfias menores como braquidactilia y clinodactilia de

manos.



Figura 13.

Se observa la hipoplasia medio facial
anteroposterior y prognatismo en
nuestro caso indice.

Manifestaciones radioldgicas: No se observaron alteraciones radiograficas de
manera constante en todos los individuos positivos a la mutacion y hubo
variabilidad en las manifestaciones; éstas comprendieron desde epifisis conicas
en la hermana menor, fusion carpal en manos en la madre, falange media corta
en manos y pies en caso indice y madre respectivamente. Figura 14.

Manifestaciones audioldgicas: La madre presentd anacusia izquierda. El resto

de los integrantes de la familia s6lo presentaron mala discriminacién fonémica.



MANIFESTACIONES CASO INDICE HERMANO HERMANA MADRE

CLINICAS

EDAD 52%9m 9210m 329m 332

TIPO SINOSTOSIS Bicoronal ** No posee No valorable

MACROCEFALIA No No No No

HIPOPLASIA MEDIO Si No No No

FACIAL

FISURAS PALPEBRALES No No No Si

HACIA ABAJO

HIPERTELORISMO Si No No No

OCULAR

PTOSIS PALPEBRAL No No No No

ASIMETRIA FACIAL Si Si No Si

RETRASO PSICOMOTOR No No No No

HIPOACUSIA Mala discriminacién Mala discriminacién Mala Anacusia
fonémica fonémica discriminacion izquierda

fonémica

BRAQUIDACTILIA Si Si Si Si

MANOS

CLINODACTILIA MANOS Si Si Si Si

FUSION CARPAL MANOS | No No No Si

EPIFISIS CONICAS No No No No

MANOS

FALANGE MEDIA CORTA | Si No No No

MANOS

BRAQUIDACTILIA PIES No Si No No

FUSION TARSAL PIES No No No No

EPIFISIS CONICAS PIES No No Si No

FALANGE MEDIA CORTA | No No No Si

PIES

EVENTOS QUIRURGICOS | 1 3+ No No

Tabla 5. Caracteristicas clinicas, radioldgicas y audioldgicas en familia 2.

**Tres eventos quirdrgicos: en 1999 colocacion del sistema de derivacion ventriculo peritoneal (SDVP), en
septiembre del 2000 neuroendoscopia para septostomia y tercer ventriculostomia y en octubre del 2000

revisiéon del SDVP

Figura 14. Observe epifisis cOnica en tercer metatarsiano

en su porcion proximal en la hermana (Il 3).




FAMILIA 3

Caso indice que corresponde a femenino de 3 afios 3 meses de edad con
craneosinostosis coronal derecha, la cual no requirid correccion quirdargica por
no poseer complicaciones funcionales o neurolégicas. EI padre se conocia sano
y sin embargo posee la mutacién Pro250Arg. A la madre se le realiz6 el estudio
molecular y resultdé negativa a la mutacién. En la tabla 6 se describen las
manifestaciones clinicas, radiolégicas y audiolégicas asociadas. En el padre, las
manifestaciones clinicas faciales relacionadas con el sindrome de Muenke no
lograron analizarse claramente ya que posee deformidades faciales secundarias

a herida por arma de fuego (Figura 15).

Figura 15.

Obsérvese

asimetria facial
en caso indice.

Manifestaciones clinicas: asimetria facial en nuestro caso indice, ademas de
hipoplasia mediofacial e hipertelorismo ocular.

Manifestaciones radiograficas: padre con falanges medias cortas en pies y la
hija con epifisis conicas en pies.

Manifestaciones audioldgicas: ambos con discriminacion fonémica alterada.



MANIFESTACIONES CASO INDICE PADRE
CLINICAS

EDAD 323m 372

TIPO SINOSTOSIS Coronal derecha No valorable
MACROCEFALIA No No
HIPOPLASIA MEDIO Si No valorable
FACIAL

FISURAS PALPEBRALES No Si

HACIA ABAJO

HIPERTELORISMO Si No valorable
OCULAR

PTOSIS PALPEBRAL No No
ASIMETRIA FACIAL Si No valorable
RETRASO PSICOMOTOR Si No

HIPOACUSIA

Mala discriminacién
fonémica

Mala discriminacién
fonémica

BRAQUIDACTILIA Si No
MANOS

CLINODACTILIA MANOS No No
FUSION CARPAL MANOS | No No
EPIFISIS CONICAS No No
MANOS

FALANGE MEDIA CORTA | No No
MANOS

BRAQUIDACTILIA PIES No No
FUSION TARSAL PIES No No
EPIFISIS CONICAS PIES Si No
FALANGE MEDIA CORTA | No Si
PIES

EVENTOS QUIRURGICOS | No No

Tabla 6. Caracteristicas clinicas, radiologicas y audiol6égicas en famlia 3.




IX. DISCUSION

La frecuencia del sindrome de Muenke en la muestra estudiada fue de 14.28%, lo
gue indica que puede ser una causa frecuente de craneosinostosis coronal en la
poblacion que acude al Instituto Nacional de Pediatria. Es importante mencionar
gue hasta antes de haber realizado el analisis molecular, en la familia 1 se
considerd el diagnostico de sindrome de Saethre-Chotzen y en la familia 2 se
habia considerado que el caso indice y su hermano presentaban entidades
diferentes pero no relacionadas en etiologia. Lo anterior nos sugiere que en
nuestra poblacion existen pacientes con craneosinostosis coronal en quienes no
se ha establecido el diagndstico adecuado de sindrome de Muenke.

Dentro de la familia 2, el hermano mayor del caso indice presenta hidrocefalia sin
craneosinostosis. En la literatura que se revisdé para la realizacibn de este
protocolo, no se encontré la hidrocefalia como manifestacion clinica asociada al
sindrome de Muenke. Dado que previamente, se descartaron en este paciente,
otros posibles factores condicionantes de hidrocefalia, consideramos que el
espectro clinico del sindrome de Muenke no esta completamente delineado y que
la hidrocefalia podria ser una manifestacion asociada.

En nuestras tres familias se demuestra la expresividad variable del gen, por
ejemplo, en el caso de la familia 1, el caso indice presenta sinostosis bicoronal,
ptosis palpebral y falange media corta, mientras que su hermano posee Sinostosis
unilateral, con fusion carpal en manos. Asi mismo, en la familia 2, se presenta un
caso de expresion minima en el cual la hermana del caso indice se encuentra sin
craneosinostosis y con manifestaciones fenotipicas y radiograficas minimas. En el
caso de la familia 3, las manifestaciones fenotipicas no pudieron analizarse debido
a que el padre presentaba deformidades faciales secundarias a herida por arma
de fuego. Sin embargo, dentro de sus manifestaciones radiograficas sélo presento
una de las seis caracteristicas evaluadas. Lo anterior debe alertar al clinico que el
sindrome de Muenke tiene expresividad variable con incluso manifestaciones

minimas, por lo que es indispensable para un diagnostico certero realizar el



estudio clinico asi como radioldgico y audioldgico en los familiares de primer
grado.

Antes de realizar el analisis molecular en los familiares en primer grado, los padres
positivos a la mutacidon se conocian como sanos, sin embargo el diagnéstico
positivo a la mutacion Pro250Arg los convierte en portadores con riesgo de
transmision del 50%. Una vez hecho el diagndstico molecular se asesord a los
padres y se les sugiri6 acudir con médicos especialistas para la atencién
adecuada de las areas afectadas. Lo anterior, permiti6 mejorar el asesoramiento
genético con relacion a riesgo de recurrencia, por lo que nuestros resultados
confirman, lo sugerido en la literatura, de realizar el estudio molecular en familiares
de primer grado aun cuando clinicamente no muestren manifestaciones clasicas
del sindrome de Muenke.

El nimero de pacientes estudiados en el presente trabajo es bajo, por lo que la
frecuencia del sindrome de Muenke observada puede ser no exacta, por lo que se
requiere una muestra mayor para una evaluacion estadistica certera. Sin embargo,
el identificar en 21 casos analizados, 3 familias con sindrome de Muenke, nos
permite sugerir que todos los pacientes con craneosinostosis coronal no
sindromatica, ya sea unilateral o bilateral deben ser sometidos al diagndstico
molecular en busqueda de la mutacion Pro250Arg y de esta forma se podra
brindar un asesoramiento genético certero incluso para tomar decisiones con
relacion al manejo quirdargico de los pacientes. Thomas y cols. en 2005, observé
gue los pacientes con craneosinostosis coronal positivos a la mutacion Pro250Arg
requerian una reoperacion en el 20.7% de los casos con relacion al 4.3% de los
pacientes negativos a la mutacién, lo cual fue estadisticamente significativo
ademads de que los casos con sindrome de Muenke parecen requerir
intervenciones tempranas con una operacion de liberacion posterior (alrededor de
los 6 meses) para evitar un frontal muy prominente, dichos hallazgos deberan ser

evaluados en los pacientes que se identifiquen en nuestra poblacion.



ANEXO 1

REGISTRO INP:
REGISTRO LABORATORIO BIOLOGIA MOLECULAR:

HOJA DE CAPTACION DE DATOS
DIAGNOSTICO MOLECULAR DEL SINDROME DE MUENKE Y SU
DESCRIPCION CLINICA EN PACIENTES CON CRANEOSINOSTOSIS

CORONAL
NOMBRE DEL PACIENTE:
EDAD SEXO PESO TALLA
NOMBRE DE LA MADRE EDAD
NOMBRE DEL PADRE EDAD
DOMICILIO ,
TELEFONO

FECHA DE ELABORACION:

ARBOL GENEALOGICO



ANEXO 1

MANIFESTACIONES CLINICAS

1 Si = PRESENTE

2 No = AUSENTE

D: derecha

I: izquierda

SINOSTOSIS UNICORONAL

MACROCEFALIA
MEDIOFACIAL

FISURAS PALPEBRALES
HACIA ABAJO

PTOSIS PALPEBRAL

RETRASO PSICOMOTOR O MENTAL
DISMORFIAS EN MANOS:
BRAQUIDACTILIA

CLINODACTILIA

RADIOGRAFIAS EN MANOS
FUSION CARPAL

EPIFISIS CONICAS

FALANGE MEDIA CORTA

BIOLOGIA MOLECULAR

MUTACION Pro250Arg

SINOSTOSIS BICORONAL

HIPOPLASIA

HIPERTELORISMO
OCULAR

ASIMETRIA FACIAL

HIPOACUSIA

DISMORFIAS EN PIES:

BRAQUIDACTILIA

RADIOGRAFIAS EN PIES

FUSION TARSAL

EPIFISIS CONICAS

FALANGE MEDIA CORTA

CIRUGIA

[]

CORRECCION QX




ANEXO 2
CARTA CONSENTIMIENTO INFORMADO (MENORES DE EDAD)

México D.F.a __ de de 200 __

Por medio de la presente hago constar que estoy de acuerdo en que mi hijo
(a) participe en el proyecto
“Diagnostico Molecular del Sindrome de Muenke y su Descripcion Clinica en
Pacientes con Craneosinostosis Coronal® que se lleva a cabo en el Instituto
Nacional de Pediatria.

Se me ha explicado que para la realizacién del estudio, se requiere una
muestra de saliva de mucosa oral, la cual sera tomada con todos los requisitos de
seguridad, por lo que representa un riesgo minimo. Ademas, me han informado
que de la muestra de saliva se obtendra el material genético cuyo analisis
permitira identificar un cambio o mutacidén que es responsable de la presencia de
la craneosinostosis en algunos pacientes y lo que permite establecer el
diagnodstico de sindrome de Muenke.

En caso de que mi hijo (a) presente la mutacion autorizé que se le realice
un estudio clinico con mediciones faciales con toma de una fotografia para ello,
asi como toma de radiografias comparativa de manos y pies y la realizacién de
estudios para la evaluacion de su audicion. Se me ha informado que todos los
estudios clinicos y de gabinete se realizaran por profesionales en el area y que
dichas valoraciones asi como los estudios no representan ningun riesgo para mi
hijo (a). Se me ha explicado que los resultados de dichos estudios ayudaran a la
descripcion clinica de los pacientes con sindrome de Muenke asi como para
detectar individuos con la mutacién pero sin manifestaciones clinicas.

Asimismo se me ha indicado que toda la informacion derivada del estudio
es absolutamente confidencial y que solo a los padres, nos informaran los
resultados de las valoraciones clinicas y de los estudios realizados en mi hijo (a).
Se me informd que la participacion es completamente voluntaria por lo que si no
deseamos participar, ello no repercutira en la atencion de mi hijo (a).

ATENTAMENTE

Padre, Madre o Tutor Testigo

Médico Responsable: Dra. Ariadna Gonzalez del Angel; Médico Genetista.
Teléfono 10-84-09-00 Ext. 1306



ANEXO 3
CARTA CONSENTIMIENTO INFORMADO (MAYORES DE EDAD)
México D:F:a __ de de 200 __

Por medio de la presente hago constar que estoy de acuerdo en que yo
participe en el proyecto
“Diagnostico Molecular del Sindrome de Muenke y su Descripcion Clinica en
Pacientes con Craneosinostosis Coronal® que se lleva a cabo en el Instituto
Nacional de Pediatria.

Se me ha explicado que para la realizacién del estudio, se requiere una
muestra de 3 ml sangre, la cual sera tomada con todos los requisitos de seguridad
por lo que representa un riesgo minimo. Ademas, me han informado que de la
muestra de sangre se obtendra el material genético cuyo analisis permitira
identificar un cambio o mutacion que es responsable de la presencia de la
craneosinostosis en algunos pacientes lo que permite establecer el diagnostico de
sindrome de Muenke.

En caso de que yo presente la mutacion autorizo que se me realice un
estudio clinico con mediciones faciales con toma de una fotografia para ello, asi
como la toma de radiografias comparativas de manos y pies, y realizacién de
estudios para la evaluacion de mi audicion. Se me ha informado que todos los
estudios clinicos y de gabinete se realizaran por profesionales en el area y que
dichas valoraciones asi como los estudios no representan ningun riesgo para mi.
Se me ha explicado que los resultados de dichos estudios ayudaran a la
descripcion clinica de los pacientes con sindrome de Muenke asi como para
detectar individuos con la mutacién pero sin manifestaciones clinicas.

Asimismo se me ha indicado que toda la informacion derivada del estudio
es absolutamente confidencial y que sélo a mi se me informaran los resultados de
mis valoraciones clinicas y de los estudios. Se me indic6 que mi participacion es
completamente voluntaria por lo que si no deseo participar, ello no repercutira en
la atencién de mi hijo (a).

ATENTAMENTE

Padre, Madre o Tutor Testigo

Médico Responsable: Dra. Ariadna Gonzalez del Angel; Médico Genetista.
Teléfono 10-84-09-00 Ext. 1306
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