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INTRODUCCION

La enfermedad de von Hippel-Lindau (VHL) (OMIM #193300) se describié por
primera vez hace mas de 100 afos, Treacher Collins realizé la descripcidn clinica
de dos hermanos (hombre y mujer), sin embargo en aquel momento no existia el
termino de enfermedad VHL (Collins 1984), posteriormente el oftalmdélogo aleman
Eugen von Hippel realiz6 descripciones similares de tumores vascularizados en
retina (angiomas) (von Hippel 1904); el neuropatélogo sueco Arvid Lindau fue el
primero en apreciar la naturaleza sistémica de la enfermedad y relacionar la
presencia de lesiones en sistema nervioso central y en ojo (Lindau 1927). Fue en
1932 cuando Van der Hoeve usa por primera vez el término de enfermedad de von
Hippel - Lindau en los casos en que se asocian hemangioblastomas retinianos y
cerebelares. Es un sindrome caracterizado por la presencia de neoplasias
altamente vascularizadas, como son los angiomas y hemangioblastomas los cuales
histolégicamente son indistinguibles y a menudo son referidos como
hemangioblastomas en Sistema Nervioso Central (SNC) y retina (Richards et al.,
1998) y otros tumores en diferentes 6rganos, dichos tumores puede ser benignos o
malignos, incluyen quistes renales, carcinoma de células renales y feocromocitoma
(Maher et al., 1997). Otros tumores que han sido descritos en la enfermedad VHL
son tumores neuroendocrinos y/o quistes pancreaticos, tumores de saco
endolinfatico (Muzumdar et al., 2006), quistes de epididimo y adenomas quisticos
de ligamento ancho. Similar con otros sindromes de cancer hereditario, existe una
asociaciéon genotipo — fenotipo en la enfermedad que forma la base de su
clasificacion clinica (Tabla 1) (Barry et al., 2004; Zbar et al., 1995). De esta manera,
se clasifica en 2 tipos: VHL tipo | no incluye el feocromocitoma como una de sus

manifestaciones, por otra parte VHL tipo 2 se -caracteriza por presentar



feocromocitoma de forma aislada o asociado a otras manifestaciones, el tipo 2, a su
vez, esta subdividido en tres categorias 2A, 2B y 2C. El tipo 2A se encuentra
asociado con un riesgo bajo de carcinoma renal de células claras, el tipo 2B
presenta riesgo aumentado de presentar carcinoma renal de células claras y el tipo
2C se caracteriza por presentar solamente feocromocitoma. Las caracteristicas
genéticas de estos subgrupos también son distintas, se ha mencionado que la
enfermedad VHL tipo 1 esta asociada con grandes deleciones y mutaciones sin
sentido mientras que VHL tipo 2 esta asociada principalmente a las mutaciones de

sentido equivocado (Barontini et al. 2010).
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Tabla 1. Subdivision clinica y molecular de la enfermedad de von Hippel-Lindau (Modificado de Barry
et al. 2004)

La enfermedad VHL es un cancer familiar hereditario con una incidencia
aproximada de 1 en 36000 a 1 en 45000 (Ong et al., 2007; Lonser et al., 2003) y una
penetrancia cercana al 100% a los 60 anos (Friedrich et al., 2001). Como se
menciono previamente son muchos los 6rganos afectados por lo que a continuacién

se realizara una revision detallada de las lesiones caracteristicas.



Hemangioblastoma en sistema nervioso central: es la lesibn mas frecuente
asociada a la enfermedad VHL (Glasker et al., 1999), los sitios mas frecuentes de
localizacion son el cerebelo y la medula espinal, afectando 60-84% de los pacientes
con la enfermedad VHL Los hemangioblastomas son tumores altamente
vascularizados, histolégicamente benignos, sin embargo pueden ocasionar
sintomatologia en sistema nervioso central con alta mortalidad (Wanebo et al., 2003).
Las manifestaciones clinicas dependen de la localizacion del tumor y son debidas a
las alteraciones en estructuras vecinas que afectan. Las principales manifestaciones
clinicas son: cefalea, parestesias, mareo, debilidad o dolor en extremidades
superiores y/o inferiores, alteraciones sensoriales, alteraciones en la marcha, ataxia
espinal, dismetria, nistagmo, incontinencia e incluso hidrocefalia. Los pacientes
frecuentemente presentan una larga historia de sintomatologia neuroldgica leve
seguida de exacerbacion subita. Debido a esto el diagndstico esta retrasado 4-5
afos aproximadamente desde el inicio de la sintomatologia. (Maddock et al., 1996).
Estos tumores se desarrollan frecuentemente en la segunda década de la vida, sin
embargo se pueden desarrollar desde la etapa pediatrica alrededor de los 10 afios
(Singh et al., 2001). En poblaciéon mexicana el reporte mas joven fue descrito en un
paciente que presenté un hemangioma cerebelar a los 13 anos. (Rasmussen et al.,
2006). ElI hemangioblastoma de sistema nervioso central es junto con el
hemangioblastoma de retina las lesiones mas frecuentes en la enfermedad de VHL
(Singh et al., 2001). El método diagnostico para estas lesiones es la resonancia
magnética (IRM) de cerebro y medula espinal. El tratamiento de eleccion es la
reseccion quirurgica, sin embargo es tema de controversia el momento en el que se
debe realizar dicho procedimiento quirurgico y debe ser decidido de acuerdo a las

caracteristicas que presenta cada paciente (Wanebo et al., 2003). El déficit



neurologico frecuentemente es irreversible después de la cirugia por lo que el
resultado depende del estado preoperatorio del paciente.

Hemangioblastoma de retina: Es la lesion oftalmoldgica tipica de la enfermedad de
VHL, hasta 60% de los pacientes la presentan. Esta manifestacion esta
frecuentemente asociada a la enfermedad VHL y es rara como una lesion
esporadica, en el caso de los pacientes con enfermedad VHL la edad de
presentacion es mucho mas precoz que en los casos esporadicos y usualmente son
multifocales y bilaterales (Singh et al.,, 2001). Frecuentemente son la primera
manifestacion clinica de la enfermedad y se pueden desarrollar tumores nuevos;
generalmente aparecen en la tercera década de la vida, sin embargo, similar a los
hemangioblastomas de SNC se pueden presentar en la edad pediatrica (Barontini et
al., 2010). Clinicamente los pacientes presentan dolor y disminucién de la agudeza
visual, alteraciones en campo visual o ambos. En casos avanzados pueden
presentar hemorragia, glaucoma y perdida de la vision. Debido al riesgo de perdida
de la vision es indispensable que estas lesiones sean diagnosticadas y tratadas de
manera oportuna, para cumplir este propdsito se debe realizar valoracion
oftalmoldgica en los pacientes portadores de mutaciones en VHL iniciando en la
infancia. (Singh et al., 2002). EI hemangioblastoma es un diagndstico sencillo por el
tipico aspecto que presenta durante la valoracién de fondo de ojo. La angiografia
con fluorosceina es una herramienta util en caso de presentar lesiones poco
diferenciadas o hemangioma yuxtapapilar . La fotocoagulacién laser y la crioterapia
son los métodos mas utilizados para el tratamiento de las lesiones periféricas.
(McCabe et al., 2000).

Carcinoma renal de células claras: Estos pacientes presentan un riesgo elevado

de quistes renales o carcinoma renal de células claras, lo cual ocurre hasta en 66%



(Maher et al.,1997), este ultimo, se presenta a partir de los 20 afios de edad y se ha
reportado que para la edad de 60 afios el 70% de los pacientes con enfermedad
VHL tipo 1 y tipo 2B desarrollaran dicho carcinoma (Ong et al.,, 2007). Se debe
realizar valoracion clinica y seguimiento radiolégico con ultrasonido, tomografia o
incluso IRM en los pacientes con la enfermedad, la valoracion oportuna permite
reducir la edad de diagndstico de 44 a 39 anos ( Patard et al., 2004). El carcinoma
renal de células claras frecuentemente es multicentrico o bilateral y puede presentar
parénquima renal con o sin quistes. El tratamiento es quirurgico y tiene como
objetivo conservar la mayor cantidad de parénquima renal que sea posible, solo
seran candidatos de procedimiento quirurgico las lesiones mayores a 3 centimetros
(cm) de diametro (Choueiri et al., 2006). La nefrectomia total no es un procedimiento
recomendado en la enfermedad VHL. En etapas iniciales se ha observado que la
nefrectomia parcial es muy efectiva (Bratslavsky et al., 2008). La ablacién
percutanea de radiofrecuencia es util en el caso de tumores multiples o bilaterales
para preservar la funcion renal tanto como sea posible (Choueiri et al., 2006). En
estadios avanzados se ha utilizado inhibidores de receptor del factor de crecimiento
endotelial y vascular (VEGF) (Yang et al., 2003).

Los quistes renales son considerados como lesiones benignas, sin embargo se ha
demostrado que en la enfermedad VHL puede tratarse de lesiones premalignas
(Ong et al. 2007).

Tumores pancreaticos: Los tumores pancreaticos y/o quistes pancreaticos se
desarrollan en 35 — 77% de los pacientes con enfermedad VHL, las lesiones
quisticas son benignas. Los tumores pancreaticos asociados son de varios tipos:
adenomas quisticos (12%), hemangioblastomas (<1%), adenocarcinomas (<1%) y

tumores neuroendocrinos (9-17%) (Mukhopadhyay et al., 2002). Los tumores



neuroendocrinos son frecuentemente no funcionales y generalmente asintomaticos,
aunque pueden desarrollar pancreatitis (Blansfield et al., 2007), la edad en la que se
presentan estos sintomas es entre los 29 a 38 afnos de edad, es poco frecuente que
los pacientes presenten sintomatologia debido a la secrecibn de hormonas
peptidicas, estos sintomas incluyen diarrea o hipoglucemia, sin embargo tinciones
para glucagén, insulina, somatostatina, polipeptido pancreatico han sido
demostrados (Blansfield et al., 2007). La presencia de tumores malignos ocurre en
8-50% de los pacientes y es frecuente la metastasis a higado. El tratamiento
dependera de las caracteristicas del tumor (sintomatico o maligno), la reseccion
quirurgica esta indicada en tumores mayores a 3 cm. Existen factores asociados
con malignidad que ameritan un seguimiento oportuno del paciente en caso de
presentar 2 las siguientes 3 caracteristicas: 1 Tumor primario mayor a 3cm. 2
mutaciéon en el exon 3 de VHL. 3 tumor primario que duplique su tamano en menos
de 500 dias (Hammel et al., 2000).

Tumores de saco endolinfatico: Este tipo de lesiones son frecuentemente
adenomas quisticos papilares invasivos a region posterior del temporal, aunque este
tipo de tumores se pueden presentar de manera aislada, con mucha frecuencia se
asocian a enfermedad VHL (Lonser et al., 2004). Estos tumores se pueden detecta
con tomografia o IRM en 11-16% de los pacientes siendo bilaterales el 15 a 30% de
ellos (Butman et al.,, 2007). Las manifestaciones clinicas incluyen perdida de la
audicion, tinitus, vértigo, alteraciones de equilibrio y con poca frecuencia paralisis
facial. La perdida de la audicién es irreversible y ocurre de manera prematura con
un promedio de edad de inicio a los 22 anos (Lonser et al.,, 2004). La reseccién
quirdargica  puede ser curativa, puede preservar la audicibn y mejorar la

sintomatologia vestibular por lo tanto el diagnéstico y tratamiento temprano son



importantes para prevenir alteraciones neurolégicas permanentes (Butman et al.,
2007).

Feocromocitoma: Es un tumor neuroendocrino productor de catecolaminas
derivado de células cromafines que se forma a partir de la medula suprarrenal o a
partir de tejido cromafin ectépico como en el caso de paragangliomas. Existen otros
genes asociados a feocromocitoma hereditario como son: P53, RET, SDHB, SDHC,
SDHD, NF1 y pueden ser detectados en mas del 25% de los casos ( Maher et al.,
2002). Como se menciono previamente el feocromocitoma es la lesién caracteristica
de la enfermedad VHL tipo 2, mas de 300 diferentes mutaciones de VHL han sido
descritas y de estas las de perdida de sentido se encuentran asociadas a la
enfermedad VHL (Bausch et al., 2006). Generalmente aparecen en pacientes
jévenes, antes de los 40 afos y son bilaterales, multiples o extra suprarrenales. Los
casos pediatricos son muy frecuentes (Reddy et al., 2000., Barontini et al., 2006). La
enfermedad maligna es rara, generalmente menor a 5% (Barontini et al., 2006). Los
tumores en cabeza y cuello son poco frecuentes de acuerdo a su origen
parasimpatico, sin embargo puede ocurrir. En los pacientes afectados la hipertensién
arterial es el signo mas frecuente, seguido por cefalea y diaforesis, aunque existen
reportes que hasta 30% de los pacientes puede ser normotensos y asintomaticos
(Eisenhofer et al., 2001). Los feocromocitomas en la enfermedad VHL muestran una
caracteristica distintiva, son tumores productores de norepinefrina con
concentraciones de hasta en 98% mientras que la epinefrina constituye menos del
1.5% del total del contenido de catecolaminas. El diagnéstico se basa en la
cuantificacion de las catecolaminas y sus metabolitos en plasma o en orina de 24
hrs. Muchas técnicas de imagen estan disponibles para la localizacién del tumor

como son IRM, tomografia o I-metil.bencil guanidina (MIBG), gamagrafia con
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octredtido y tomografia con emision de positrones. El uso de dos técnicas de
imagen es indispensable para vigilar la evolucién del tumor. El tratamiento es
quirurgico y se lleva a cabo una vez que el paciente presente cifras normales de
tensién arterial preferentemente con a adrenérgicos y f bloqueadores. La remocion
quirurgica mediante laparoscopia es la técnica quirurgica preferida por la ausencia
de complicaciones. (Al Sobhi et al., 2002). El paciente requiere seguimiento de por

vida debido al riesgo de recurrencias.
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Gen VHL

La enfermedad es causada por mutaciones germinales en VHL (ENSG
00000134086). Estudios de ligamiento realizados en la década de los 80°s indicaron
que VHL se ubicaba en el brazo corto del cromosoma 3 (3p), la cual es una region
gendmica frecuentemente deletada en cancer renal esporadico (no familiar)
(Seizinger et al., 1988). Usando esta informacion posicional el consorcio liderado por
Eamon Maher, Michael Lerman, Marston Linehan y Bert Zbar aislaron el gen VHL en
1993 (Latif et al., 1993). Es un gen relativamente pequeno formado por tres exones.
La enfermedad VHL de manera similar a otros sindromes de cancer hereditario, es
causada por mutaciones germinales de un gen supresor de tumores de acuerdo al
modelo de “doble golpe” descrito por Knudson. (Knudson et al., 1971). Los pacientes
heredan un alelo afectado de alguno de sus progenitores y de acuerdo con la
hipétesis de Knudson, la inactivacion de VHL es una caracteristica comun del
carcinoma de células claras esporadico y hemangioblastomas esporadicos
(Lubensky et al., 1996).

Como se menciono previamente VHL esta formado por 3 exones (Kuzmin et
al.,1995), el exdn 1 esta formado por los nucleétidos 1 a 340( codon 1-113), el exon
2 del 341 a 463(codon 114-154) y el exén 3 del 464 a 642 (codén 155-213). El
promotor de VHL ha sido poco estudiado, presenta multiples sitios de unién a
factores de transcripcion. La hipermetilacion del promotor se ha descrito como un
mecanismo que inactiva VHL en ausencia de mutaciones. EI gen tiene una
expresion ubicua, por lo tanto, el patron espacial de expresion VHL no explica el
conjunto restringido de tejidos que desarrollan los tumores y lesiones caracteristicos

de la enfermedad VHL (Kim & Kaelin 2004).
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Proteina VHL (pVHL)

VHL codifica para dos proteinas: una proteina de 30kD (p30) formada por 213
aminoacidos, NM_000551.2 (variante de mRNA 1) y una proteina de 19kD (p19)
formada por 160 aminoacidos NM_198156.1 (variante de mRNA 2) la cual es
generada por inicio alternativo de la traduccion en la metionina interna 54. Ambas
isoformas pueden regular el factor o inducible de hipoxia (HIF-a) (Blankeship et al.,

1999;Schoenfeld et al., 1998) (Figura 1).
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Figura 1: A Esquema en el que se muestra las mutaciones que se han reportado en cada codon de
pVHL. En color rojo se muestran los 10 codones con las mutaciones mas frecuentes. B
Representacion esquematica de la proteina, en color gris se presenta el dominio presente solo en la
isoforma p30, en color verde el dominio B que permite la unién con HIF1a y en color rosa el dominio
a que permite la union con elongina C. En color amarillo M1 representa la Metionina que inicia la
traduccién en la isoforma, p30, M54 representa el inicio de la traduccién para la isoforma p19.
Modificado Barry & Krek 2004.

pVHL es un componente del complejo proteico que incluye a la elongina B, elongina
C, Culina-2 y Rbx 1, este complejo participa en la ubiquitinacién y degradacion del

factor inducible de hipoxia (HIF), el cual es un factor de transcripcién heterodimero
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que desempena un papel central en la expresion de genes regulados por oxigeno
(Barry & Wilhem 2004). Desde el punto de vista estructural pVHL presenta dos

subdominios: el a y el 3. El primero de ellos es usado en el complejo proteico y

funciona en la degradacion mediante proteosoma, mientras que el dominio f
funciona como un sitio de acoplamiento a sustrato. El sustrato mejor conocido de
pVHL es HIF y sus tres subunidades o: HIF1a, HIF2ay HIF3a (Kaelin et al., 2003),
solamente cuando HIF se encuentra hidroxilado puede ser reconocido por pVHL
para su degradacién, dicha hidroxilacién se lleva a cabo por modificaciones
postraduccionales en residuos de prolina por la familia de enzimas dependientes de
oxigeno conocidas como prolilhidroxilasas PHD1, PHD2 y PHD3 (también conocidas

como Egin2, Egin1 y EgIn3) (Epstein et al., 2001)(Figura 2).
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Figura 2: Representacién esquematica de la regulacion de HIF dependiente de oxigeno. CCT facilita
la formacién del complejo pVHL-ElonginaB-ElonginaC el cual se une con Cul2 y Rbx1. HIFa contiene
dos dominios de transactivacion llamados NTAD y CTAD. En presencia de oxigeno, NTAD y CTAD
son hidroxilados en un residuo de prolina altamente conservado por una enzima de la familia EGLN.
Solamente un sitio de hidroxilacién de prolina se ha mostrado en la imagen. La hidroxilaxion de CTAD
desplaza coactivadores de p30 y CBP mientras que la hidroxilacién de NTAD crea un sitio de union
para pVHL, el cual dirige la poliubiquitinacion de HIF. Modificado de Barry y Wilhem 2004
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En condiciones de hipoxia HIF1a no hidroxilado se dimerisa con HIF1f y se unen a
sitios consenso en promotores especificos de genes blanco en nucleo. En casos de
que VHL presente mutaciones, la actividad de HIF esta aumentada debido a la
disminucién en la degradacion de dicho factor en ausencia de pVHL, lo cual dirige la
activacién transcripcional de varios genes blanco de HIF, los cuales incluyen:
factores angiogénicos como el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF),
enzimas involucradas en metabolismo de glucosa como son GLUT 1y hexoquinasa
1 (Maxwell & Ratcliffe 2002). Esto ha sido demostrado por analisis transcripcional en
carcinomas renales (Gordan et al., 2008) y feocromocitomas (Dahia et al., 2005).

La regulacion de HIF por pVHL es un evento importante en la transicién epitelio-
mesénquima en el desarrollo renal, fibrosis y también ha sido asociado con cancer.
La perdida de la funcion de pVHL tiene como resultado alteraciones a varios niveles
como son: inhibicidbn por contacto célula-célula, diferenciacion celular y
sobrevivencia de la célula (Esteban et al., 2006). En células renales, alteraciones en
pVHL han sido asociadas con perdida de E-cadherina, mediante desregulacion de
HIF; las E-cadhrerinas son un grupo de moléculas de adhesion que forman las
uniones celulares en células epiteliales polarizadas en las uniones adherentes, un
aumento en la expresion de E-cadherinas esta asociado con diferenciacion de
células del mesénquima en células de epitelio tubular (Cho et al., 1998). La perdida
de E-cadherina ha sido asociada con la progresion de varios carcinomas, asi, es
posible que la perdida de E-cadherina por activacion de HIF puede explicar, al
menos en parte, el desarrollo de carcinoma renal en la enfermedad VHL (Russel &
Ohl 2007). Otro evento importante en el crecimiento de neoplasias, es aquel, debido
a senalizacion de sustancias reductoras, el NAD(P)H oxidasa es la principal fuente

de elementos reactivos de oxigeno, las cuales regulan la activacion de HIF (Kaelin
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et al.,2005). En modelos murinos nulos para pVHL, metabolitos resultantes de la via
de superoxido dependiente de NAPDH estan aumentados, sin embargo, si se
reintroduce pVHL los niveles de estos metabolitos disminuyen por degradacion de
proteosoma (Guzy et al., 2005). Ademas, la identificacion del aumento de actividad
de oxidasas NAD(P)H en deficiencia de pVHL apoya la idea relacionada con la
inhibicion farmacoldgica de estas oxidasas como una alternativa para disminuir la

expresion de HIF en tumores relacionados con la enfermedad VHL. (Figura 3).
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Figura 3: Control de la estabilidad de HIFa por oxigeno. En presencia de oxigeno las subunidades de
HIFa son hidroxiladas en alguno de los dos residuos de prolina por miembros de la familia EgIN. La
actividad de EgIN es sensible para reaccionar con especies reactivas de oxigeno (ROS) y oxido
nitrico (NO). La hidroxilacion en los residuos de prolina de HIFa generan un sitio de unién para pVHL,
el cual una vez unido dirige la poliubiquitinacion de HIFa, que se degrada por proteosomas.
Modificado de Kaelin Jr 2007.

A pesar de las evidencias mencionadas, las cuales comprueban la participacion y la
relacion entre pVHL-HIF en el desarrollo de las lesiones de la enfermedad VHL,
existen estudios que vinculan mutaciones de VHL con genes no relacionados con
HIF, entre estos genes se encuentran algunos involucrados en ensamble de matriz,
regulacion de protein cinasa C atipica (aPKC) y sefalizacion de FGFR1. Los
estudios que apoyan estas funciones de pVHL independientes a HIF estdan dadas
por la presencia de tumores en pacientes con la enfermedad VHL tipo 2C (presentan
solo feocromocitoma), en quienes no hay aumento en la actividad de HIF (Hoffman

et al., 2001). Esta evidencia sugiere que otro gen regulado por VHL puede estar
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relacionado con predisposicion al feocromocitoma.

Una de las manifestaciones de la enfermedad es la presencia de quistes en rifiones
y pancreas, se ha propuesto la participacién de pVHL en la estabilidad de los
microtubulos y regulacion de cilios, cuya alteracion ha sido relacionada con el
desarrollo de quistes (Thoma et al., 2007). En lo referente ha funciones en matriz
extracelular, pVHL se puede unir directamente a fibronectina y colagena IV
hidroxilada (Kaelin et al.,2008), las mutaciones en VHL tipo 2B no permiten la unién
con fibronectina y colagena IV lo que impide una adecuada organizacion y funcion
de la matriz extracelular, lo que puede contribuir con el desarrollo tumoral. La
introduccion de pVHL silvestre en modelos celulares de cancer renal de células
claras VHL™ restaura la organizacion de las uniones celulares y de esta manera
permiten el desarrollo a tipo epitelial (Ohh et al., 1998).

En contraste con los hemangioblastomas y cancer renal de células claras, las
mutaciones de VHL relacionadas con feocromocitoma son de manera casi exclusiva
mutaciones germinales (Dahia et al., 2006), esto sugiere que la funciéon de pVHL a
nivel embrioldgico esta relacionada con feocromocitoma, ademas la mayoria de las
mutaciones relacionadas con feocromocitoma son mutaciones de perdida de
sentido, las cuales no afectan la regulacion de HIF, esto implica una funcién de
pVHL independiente a HIF. En el desarrollo embrioldgico de precursores neuronales
simpaticos, las células se someten a apoptosis en caso de que el factor de
crecimiento neuronal (NGF) se encuentre limitado (Ong et al., 2007), esta apoptosis
fisiolégica es dependiente de c-Jun pero puede ser limitada por JunB (Lee et al.,
2005), ademas EgIN3/PHD3 que es un miembro de la familia de prolilhidroxilasas,
actua rio abajo de c-Jun. Células VHL™ fueron modificadas para impedir su

respuesta a JunB lo que provoco reduccion en c-Jun y disminucion de apoptosis
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incluso en presencia de NGF (Lee et al., 2005), alteraciones en la sefializacién han
sido reportadas como resultado de mutaciones en otros genes vinculados al
desarrollo de feocromocitoma como son P53, SDHD, NF1y RET (Qin et al., 2009).
Recientemente se ha implicado a pVHL en la regulacién de la senecencia celular, un
estado irreversible de arresto en el crecimiento, lo cual es importante para la
supresion de tumores in vivo (Young et al., 2008). Modelos celulares VHL™
presentaron arresto en el crecimiento y aumento de marcadores relacionados con
senescencia, en contraparte células sin inactivacion de pVHL no presentaron
arresto de crecimiento. Este fendmeno esta relacionado con p27KIP y pRb, pero no
a p16 y p53, los dos mediadores principales en senescencia (Young et al., 2008).
Basado en estos hallazgos se ha propuesto que existe una sensibilidad especifica
de cada tejido a senescencia lo que explicaria por que las manifestaciones de la
enfermedad de pVHL esta restringida a algunos sistemas y no son lesiones
generalizadas en todo el cuerpo, es decir solo los tejidos donde los efectos
oncogénicos por la perdida de VHL remplazaria el fenotipo senescente con el
desarrollo de neoplasia, para comprobar esta suposicion es necesario realizar
estudios in vivo para determinar si este es el caso de la enfermedad VHL en
humanos.

Otra de las funciones de pVHL reportadas hasta el momento es la localizacion en el
huso mitético y su inactivacion funcional provoca desorientacion molecular en el
huso, alteraciones en control de huso e inestabilidad cromosémica (Thoma et al.,
2009), estas caracteristicas son reversibles en presencia de pVHL silvestre, o que
implica a pVHL en la orientacion adecuada del huso y estabilidad cromosdmica lo
que probablemente contribuye con su funcién de supresién tumoral. También pVHL

funciona como adaptador para promover la fosforilacion de CARD9 (agonista de
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NFkB), otra funcion de pVHL es la unién con p53, promoviendo la actividad y
estabilidad en respuesta a estrés genotdxico, estas funciones pueden relacionarse
con la resistencia al tratamiento con agentes citotdéxicos convencionales (Barontini et
al., 2010)

De acuerdo con esta serie de antecedentes se puede mencionar que existen efectos

de pVHL dependientes de HIF y efectos de pVHL independientes de HIF (Figura 4).

Mutacion VHL
Dependiente Independiente
a HIF a HIF
4 HIFla: genes glucoliticos Unidn a fibronectina y colagena
Perdida de ensamblle
1 HIF2a: genes VEGF, PDGF, TGF 1 Actividad JunB: Inhibicion de
PHD3 regulador de apotosis
| Ecaderina 1 Actividad p27/Rb: senescencia
t ROS:Actividad de oxidasa NAPDH | Ensamble de complejo kinesina

2/mad2: Alteracion en
microtubulos y cilios

T Actividad NFkB: Supervivencia
celular
T Actividad p53: Apoptosis

Figura 4: Mecanismo de accion de pVHL, dependientes de HIF e independientes de HIF. Ambos
componentes pueden estar involucrados para interaccionar entre algunos de estos efectos. La
direccion de las flechas indica efecto en incremento o efecto que disminuye. VEGF: Factor de
crecimiento endotelial vascular. PDGF: Factor de crecimiento derivado de plaquetas. TGFb: Factor de
crecimiento transformante b. Modificada de Barontini & Dahia 2010.

Diagnéstico

Los pacientes que presentan una o mas lesiones caracteristicas o historia familiar
positiva de la enfermedad VHL debe ser analizados a nivel molecular para identificar
mutaciones germinales en VHL. Sin embargo existen reportes en los que no se
detectd mutacion hasta en 20% de los pacientes con diagndstico clinico de la

enfermedad VHL. (Ong et al. 2007). El diagndstico molecular ha mejorado debido a
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las herramientas diagndsticas con las que se cuenta, como son la secuenciaciéon
directa del DNA, analisis con Southern blot, las cuales han sido complementadas
con hibridacion fluorescente in situ (FISH) y de manera reciente PCR cuantitativa la
cual permite el analisis del nUmero de copias o amplificacion multiple dependiente de
ligasa (MLPA) (Hes et al., 2007). Las mutaciones germinales en VHL también
pueden presentarse de novo (20%) y rara vez los pacientes presentan mosaicismo
somatico lo cual haria el diagnéstico aun mas dificil (Santarpia et al., 2007).

Los criterios diagnésticos de la enfermedad VHL incluye uno de los siguientes tres
grupos: 1 mas de un hemangioblastoma en sistema nervioso central o retina, 2 un
hemangioblastoma en sistema nervioso central o retina mas complicacion visceral
(quistes hepaticos, renales o pancreaticos) o 3 un hemangioblastoma e historia
familiar (Lamiel et al., 1989; Lonser et al., 2003; Morgan et al., 2009). Asi mismo
existen situaciones de especial cuidado en pacientes con enfermedad de VHL, como
es el seguimiento en poblacién pediatrica debido a que las primeras manifestaciones
pueden ocurrir en la infancia o adolescencia, en este periodo de la vida, el
feocromocitoma puede ser la primer manifestacion. Shin et al., (2006) y describieron
que la expresion clinica de feocromocitoma en pacientes con enfermedad VHL era
minima o ausente, sin embargo, en otros casos descritos por Asadi y Brackbil (2003),
Reichardt et al., (2002) y Barontini y Dahia (2010) la hipertension severa y las crisis
hipertensivas han sido una manifestacion frecuente en los pacientes. Otra forma de
presentacion descrita es feocromocitoma y cancer renal de células claras (Ferragut
et al., 1999) asi como tumores neuroendocrinos de pancreas (Langrehr et al., 2007).
Un paciente presento tumor de saco endolinfatico sin feocromocitoma (Barontini &
Dahia 2010). En la poblacion mexicana existen pocos reportes de esta enfermedad,

los mas recientes son de Rasmussen et al., (2006) y Chacon Camacho et al., (2010).
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El embarazo es otro factor importante a considerar, que presenta una supervivencia

para el feto de 96.4% y una morbilidad para la madre del 5.4% (Hayden et al., 2009).
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JUSTIFICACION

La enfermedad von Hippel-Lindau es un padecimiento autosémico dominante con
50% de probabilidades de heredar la enfermedad, es ocasionado por mutaciones en
el gen VHL localizado en la regién cromosomica 3p25 el cual realiza funciones de
supresion tumoral. En la mayoria de los pacientes las manifestaciones clinicas se
presentan entre los 18 y los 30 afios, es un sindrome caracterizado por la
presencia de neoplasias altamente vascularizadas (hemangioblastomas) en
diferentes érganos, principalmente en la retina, medula espinal y el cerebelo, asi
como carcinoma renal de células claras, feocromocitoma, tumores pancreaticos y
carcinoma de saco endolinfatico. Resulta de suma importancia el estudio a nivel
molecular en este grupo de pacientes para poder ofrecer diagndstico preciso,
prondéstico y asesoramiento genético que permita al paciente conocer el riesgo de
recurrencia, asi como la vigilancia oportuna de los érganos afectados en esta
enfermedad e incluso la posibilidad de realizar diagndstico prenatal, asi mismo
permitira ofrecer asesoramiento genético y valoracion para toda la familia.

La confirmacién por medio de diagnéstico molecular permitira realizar un
seguimiento solo en los pacientes, con la consecuente optimizacion de los recursos
tanto humanos como fisicos del Instituto. Ademas este estudio permitira ampliar los

conocimientos del espectro mutacional del gen VHL en poblacion mexicana.
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OBJETIVOS

Objetivo general:
Identificar y describir el espectro mutacional en pacientes mexicanos con
enfermedad von Hippel-Lindau.
Objetivos especificos:
* Identificar los alelos del gen VHL que causan la enfermedad de von Hippel
Lindau en pacientes del Centro Medico Nacional 20 de Noviembre ISSSTE.
* Predecir el cambio en la secuencia proteica de acuerdo al cambio en la
secuencia de acido desoxiribonucleico.

* Ofrecer diagndstico molecular en el resto de la familia
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DISENO DEL ESTUDIO

Se propone un estudio, transversal, descriptivo en el cual se determinara el tamafio
de la muestra no aleatorizado de casos consecutivos que acudan a la consulta
externa del servicio de Genética Médica del Centro Medico Nacional 20 de
Noviembre ISSSTE con criterios clinicos de enfermedad VHL.

Unidades de observacion: Los pacientes con la enfermedad von Hippel-Lindau, son
pacientes de cualquier sexo, con un predominio de edad entre los 18 y los 30 afios
(sin embargo se puede estudiar a los familiares en edades diferentes a este rango
de edad), van a presentar tumoraciones por hemangioblastomas en retina, cerebelo,
medula espinal, asi como carcinoma de células claras renales, feocromocitoma,
tumores pancreaticos y/o carcinoma de saco endolinfatico.

Debido a las caracteristicas del estudio, se evaluara la presencia o ausencia de
modificaciones en la secuencia de ADN, por lo que no se contempla incluir un grupo
control.

Criterios de inclusién: Derechohabientes del ISSSTE, de cualquier sexo y edad, con
diagndstico de hemangioblastoma en sistema nervioso central (cerebelo y medula
espinal, retina, saco endolinfatico), quistes o tumores en rifiones, glandulas
suprarrenales, pancreas y/o epididimo, con o sin diagndstico histopatoldgico. Por
otra parte al realizar el arbol genealdgico se verificara que 2 generaciones previas al
caso indice hayan nacido en México.

Criterios de exclusion: Derechohabientes del ISSSTE, de cualquier sexo y edad,
que hayan estado expuestos a radiaciones, quimioterapia u otros eventos que
puedan modificar las secuencias de DNA.

Criterios de eliminacion: Derechohabientes del ISSSTE, de cualquier sexo y edad

cuyas muestras de DNA no se puedan procesar.
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Definicién de variables y unidades de medida: Mutacién (Definicion conceptual) : Las
mutaciones son cambios en la estructura del acido desoxiribonucleico (DNA), la
molécula en la cual se encuentran codificadas las moléculas restantes que
conforman las células y que, por tanto dan las caracteristicas que bajo la influencia
del ambiente, constituyen las propiedades y rasgos finales de un organismo, es decir
el fenotipo. Por otra parte el genotipo establece toda la informacion almacenada en
el DNA, es decir, los millones de pares de bases que forman los genes en el genoma
humano, con sus regiones que se traducen en secuencias de aminoacidos (exones)
y las regiones que no se traducen (intrones). Cada gen esta compuesto por varios
miles de nucledtidos, por lo que cada gen tiene multiples oportunidades para
cambiar por mutacion. Las mutaciones pueden clasificarse desde varios puntos de
vista, uno de ellos es el modo como se originan, de esta manea existen mutacién por
sustitucién, mutaciones por delecién y mutaciones por insercion. Las mutaciones por
sustitucidén son aquellas en las que se cambia un nucleétido por otro, sin afectar el
numero total de nucledtidos en la secuencia. Las mutaciones por delecidon son
aquellas en las que se pierde 1 o mas nucleétidos. Las mutaciones por insercion sin
aquellas en las que se adiciona 1 o mas nucleétidos. Sin embrago resulta importante
mencionar que no todas las mutaciones en el DNA se traducen en cambios de
aminoacidos. Esto se debe principalmente a dos hechos: Para algunos aminoacidos
existen varios tripletes; si la mutacion de uno de estos cambia a otro que codifique el
mismo aminoacido, el efecto no se apreciara en la estructura final de la proteina. Por
ejemplo, el aminoacido Leucina tiene seis tripletes: UUA, UUG, CUU, CUC, CUA y
CUG. Si el triplete UUA cambia por una mutacion por sustitucion en la primera base
U por C, resultara el triplete CUA, pero como los dos codifican para el mismo

aminoacido, la mutacion no se hace evidente o permanece “silenciosa”, ya que la
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secuencia de aminoacidos en la proteina no se altera. El otro hecho es que la
mutacion se presente en regiones conocidas como intrones, o bien en la secuencia
rio arriba (en direccion 5°) o rio abajo (en direccién 3°) a la region donde se
encuentra codificada la proteina. Recientemente se ha descubierto que estas ultimas
mutaciones pueden afectar el procesamiento del RNA mensajero (MRNA).
Mutacion (Definicion operacional): Las mutaciones se determinaran mediante
secuenciacion nucleotidica directa del gen VHL por medio de secuenciacion
automatizada de los productos de PCR (reaccion en cadena de la polimerasa) por el
método de Big Dye terminator ® inicialmente en los pacientes afectados con
enfermedad de von Hippel-Lindau y posteriormente a sus familiares en riesgo que
quieran conocer su estado del gen VHL.
Escala de variable nominal
1 Por alteracién de nucledtidos

1.1 Sustitucién

1.2 Delecién

1.3 Insercién
2 Por efecto de la mutacion en la proteina

2.1 Mutacién de sentido equivocado

2.2 Mutacién por cambio en marco de lectura

2.3 Mutacién que no cambia el marco de lectura

2.4 Mutacién con terminacion prematura de la proteina

2.5 Mutacién con terminacion retrasada de la proteina
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Procedimiento Personal responsable
Captacion de pacientes n
. - Dra. Santillan
Explicacion del protocolo, Dr. Ben
Firma de consentimiento informado r. benitez
Muestra de sangre periférica —
Obtencion de ADN
t Dr. Chacén
= Dr. Benitez
Amplificacion por PCR
Purificacion del producto de interés
Secuenciaciéon
N Dr. Chacon
Dr. Benitez
Anilisis del informe de secuencia
. Dr. Zenteno
Informe de los resultados al paciente Dr. Benitez
Elaboracion del manuscrito final Dr. Benitez

Dra. Santillan

Revision del manuscrito final Dr. Zentgno
Dr. Chacén

Dra.Vidal

Duracion

1 mes

1 semana

1 semana

1 mes
1 mes

1 mes
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MATERIAL Y METODOS

Se realiz6é historia clinica y arbol genealdégico a los pacientes que acudieron al
servicio de Genética Médica del Centro Médico Nacional 20 de Noviembre ISSSTE
enviados principalmente por los servicios de Oftalmologia, Neurologia, Oncologia,
Patologia, Otorinolaringologia y/o Nefrologia de la institucién; una vez confirmado el
diagndstico por los datos clinicos se invitd a los pacientes (al padre o tutor en los
casos de menores de 18 anos) para su participacion en el estudio de manera libre y
voluntaria, previa firma de consentimiento informado para la realizacion del
diagndstico molecular del gen VHL. Cuando el paciente aceptd participar se
procedié de la siguiente manera:
EXTRACCION DE DNA GENOMICO A PARTIR DE SANGRE PERIFERICA

Previo consentimiento informado, se extrajeron 2 ml de sangre por puncién
venosa en cada sujeto a partir de la cual se aislé el DNA gendmico mediante el kit
QUICKGENE DNA WHOLE BLOOD (DB-S, FujiFilm Co.) Se colocaron 30ul de
solucion EDB (proteasa) en un microtubo eppendorf de 1.5 ml. Posteriormente se
agregaron 250 ul de sangre total (se recomienda el uso de sangre total colectada en
EDTA-2Na o EDTA-2K) y 250 ul de solucion LDB (buffer de lisis). Inmediatamente se
mezclé el tubo 5 veces invirtiéndolo de arriba hacia abajo, se agitdé con vortex a
maxima velocidad durante 15 segundos y se centrifugd durante unos segundos. La
muestra se incub6 a 56°C durante 2 minutos y posteriormente se agregaron 250ul
de etanol al 99%. Se repitié la agitacion con vortex durante 15 segundos y la
muestra se centrifugd unos segundos.

Dentro de los siguientes 30 minutos se realizé el aislamiento de DNA. Se
transfirio el lisado dentro del “cartucho” del sistema automatico de aislamiento de

acidos nucleicos QuickGene-810 (se transfiere todo el contenido del microtubo en el
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cartucho) y se procede a la extraccion automatizada. EI DNA gendémico obtenido se
resuspendera en un volumen aproximado de 200ul. Se almacenara la muestra a una
temperatura de -20°C hasta su utilizacion.
DETERMINACION DE LA CONCENTRACION Y PUREZA DEL DNA OBTENIDO

Se determind la concentracion y pureza del DNA extraido por medio de un
analisis de absorbancia de la muestra a 260/280nm de longitud de onda en un
espectrofotometro. La relacion 260/280 permitid evaluar la pureza de la muestra,
considerando que la lectura a 280 nm corresponde a la fraccion proteica. Se
consideraron adecuadas para analisis las relaciones entre 1.6 y 2. Ademas, se
realizd electroforesis en geles de agarosa tefidos con bromuro de etidio de cada
muestra de DNA obtenida para verificar que no existiera degradacién. La
concentracion de DNA obtenida se determind por la lectura a 260 nm considerando
obtener concentraciones promedio de 50 ng/ml.
AMPLIFICACION POR PCR DEL GEN VHL

Se realizd andlisis molecular mediante amplificacion por PCR vy
secuenciacion nucleotidica automatizada del gen VHL. Se efectud la amplificacion
por PCR de cada uno de los tres exones y de las uniones exén/intrén de este gen a
partir del DNA de los sujetos afectados y de sus familiares con datos de la
enfermedad, utilizando pares de oligonucleétidos derivados de la secuencia normal

de cada exdén que se incluyen a continuacion.

No de SECUENCIA Pb T.Al (°C)

EXON
1F AAGACTACGGAGGTCGACT 496 53.9
1R CTTCAGACCGTGCTATCGT 53.9
2F AGCCACCGGTGTGGCTCTT 215 58.2
2R GTACTTACCACAACAACCTT 50.5
3F GGTAGTTGTTGGCAAAGCCT 348 54.6
3R GGAAGGAACCAGTCCTGTAT 54.6

TABLA 2.- Oligonucledtidos para la amplificacion por PCR de los 3 exones del gen VHL. Pb (pares de
bases del amplicon resultante); T.Al (temperatura de alineamiento de los oligonucleétidos).
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Cada reacciéon de amplificacion de PCR tuvé un volumen final de 15 ml que
contenia 7.5 ml de HotStarTag DNA polimerasa (compuesta por 10xPCR buffer que
contiene 25mM MgCI2, 10mM de cada dNTP y 2.5 unidades de HotStarTaq DNA
polimerasa), 50-100 ngs de DNA gendémico (volumen variable), 1mM del
oligonucledtido correspondiente (sentido y antisentido) y agua bidestilada c.b.p.
(volumen variable). Se utilizé6 un programa de temperaturas que incluye 1 ciclo de
15 min a 95°C para la desnaturalizacion inicial, 35 ciclos con 1 min de
desnaturalizacién a 95°C, 1 min de alineamiento a temperaturas especificas para
cada par de oligonucledétidos y 1 min a 72°C para la extension. Por ultimo, se realizé
1 ciclo a 72°C por 10 min para la extension final.

Los productos obtenidos de la amplificacion se separaron mediante
electroforesis en geles de agarosa al 1.5% con tincién de bromuro de etidio para
identificar las bandas especificas con el producto amplificado, utilizando como
referencia un marcador estandar de peso molecular de 100 pb. Se reconocieron las
bandas de interés y se escindieron del gel para la purificacién del producto de DNA
amplificado utilizando el método de purificacion por columna (Promega) o el método

de unién a silica (Qiagen).

La concentracion del DNA amplificado obtenido de la purificacién se determind
por medio de la comparacion de la intensidad de las bandas obtenidas con respecto
a un marcador de masa estandar (Low DNA Mass Ladder, Invitrogen) en un gel de

agarosa al 1.2% tefido con bromuro de etidio.

SECUENCIACION AUTOMATIZADA DE LOS PRODUCTOS DE PCR
Se realizaron nuevas reacciones de PCR para la secuenciacion nucleotidica
de cada uno de los exones de VHL incluyendo las uniones exén/intron. Cada

reaccion de 10 ul contenia 2 ul de BigDye Terminator Cycle Sequencing kit (Applied
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Biosystems) que contiene los cuatro dideoxinucleétidos trifosfatados (ddNTPs)
marcados por fluorescencia, deoxionucledtidos trifosfatados (ANTPs) no marcados,
Tris-HCI (Ph 9.0), MgCl, y la enzima ampliTaq polimerasa; se agregé ademas 1 ul
del oligonucledétido correspondiente a una concentracion de 10 mM, 10-20ngs del
DNA de cada producto de PCR como templado y agua bidestilada para un volumen
final de 10 ml. Para esta reaccién de PCR se utilizé un programa de 25 ciclos que
incluyen 30 segundos a 97°C para la desnaturalizacion, 15 segundos a 50°C para el
alineamiento y 4 minutos a 60°C para la extension.

Los productos de esta segunda amplificacion de PCR se purificaron por medio
de columnas Centri-Sep (Applied Biosystems) para eliminar el exceso de
oligonucledtido y de ddNTPs fluorescentes. Cada muestra se resuspendioé en 20 ul
de formamida y posteriormente se desnaturaliz6 a 95°C durante 5 minutos. Los
productos se analizaron por electroforesis capilar en un secuenciador automatico
ABI Prism 310 y las secuencias de DNA obtenidas en sujetos enfermos se
compararon con las secuencias silvestres del gen VHL para identificar posibles

mutaciones.
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PRESENTACION DE RESULTADOS

Los resultados fueron entregados a los pacientes mediante un informe

detallado y firmado por los médicos responsables.

LABORATORIO DE GENETICA
Fecha de reporte:
Nombre de la paciente:
No. Expediente:
Prueba realizada: Deteccion de mutaciones en el gen VHL

Resultado de la busqueda de mutaciones en el gen VHL

El estudio esta basado en la técnica de secuenciaciéon de los productos
de PCR de las regiones codificantes de los 3 exones de VHL y las uniones exén-
intrén de estas secuencias, asi como de una porcién de la regiéon no-
codificante 3" del promotor.

El resultado es PARA UNA MUTACION DELETEREA EN EL GEN
VHL referida como en el exdn __ que genera ,la
cual ha sido reportada en pacientes con Sindrome de von Hippel Lindau.

Cada familiar de primer grado de este paciente tiene un riesgo del 50% de
tener la mutacion.

Dra. Juan Carlos Zenteno R. Dr. Oscar F. Chacén C  Dr. Jesus Benitez G.
Genética Medica Genética Medica Genética Medica

Cabe aclarar que el anterior es un esquema general y que cada resultado que se

entrego al paciente fué individual y de acuerdo a los hallazgos.
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RESULTADOS

Se analizaron 3 casos indice con caracteristicas clinicas de la enfermedad VHL y
los familiares que aceptaron participar en el estudio, a todos ellos se les explico las
caracteristicas del estudio, se realizé historia clinica completa, se realizo la
extraccion de sangre periférica (previo consentimiento informado) para su
procesamiento como se detallé anteriormente.

Se amplificaron por medio de reaccion de PCR y se colocaron las muestras en gel
de agarosa para llevar a cabo la electroforesis como se describié en la metodologia.

Figura 5.

Exon1 Exon2  Exon3

Figura 5. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% en el cual se colocaron los productos de PCR de
tres pacientes correspondientes a los 3 exones del gen VHL. Los tamafios esperados corresponden
con los tamafos observados. Exon 1: 496pb, exon 2: 215pb y exdn 3: 348pb. En el carril 1 se coloco
1 ul de marcador de peso molecular NEB ®.
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FAMILIA 1
Caso indice (Paciente 11I-10) femenino de 24 afios de edad al momento de la primer

consulta, originaria y residente del Distrito Federal, inicia manifestaciones clinicas a
los 13 afos con dorsalgia y cervicalgia, a los 16 afios presenta disminucion de
fuerza muscular en extremidades inferiores, IRM con reporte de tumor en T4-T5 y
T8-T9, a los 20 afios hemangioblastomas retinianos en ojo derecho, a los 21 afos
hemangioblastoma cerebelar. Al momento de la primer consulta refiere embarazo de
6.5 semanas de gestacién (SDG). La paciente solicitdé diagndstico molecular en ella
de acuerdo a los antecedentes clinicos y familiares, una vez confirmada la mutacion
en VHL la paciente y su pareja solicitaron diagndstico prenatal el cual se realizé
mediante amniocentesis a las 14.5 SDG para la posterior extraccion de DNA a partir
de células amnidticas. No se encontraron modificaciones en la secuencia genética
del producto en la valoracion prenatal(Paciente 1V-1), también se realiz6 cariotipo
bandas GTG con resultado 46,XX. La paciente 1ll-8 presenté hemangioblastomas
retinianos bilaterales desde los 20 afios, actualmente agudeza visual disminuida. En
el caso de la madre de nuestro caso indice (Paciente II-7) murié por complicaciones
posquirurgicas en el servicio de neurocirugia a los 44 afios de edad, antecedente de
tumor en bulbo raquideo y hemangioblastoma. No fue posible realizar analisis en el
resto de los familiares debido a que no existen adecuadas relaciones intrafamiliares.

(Figura 6).
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g 1- 5 Tumor craneal/muerte por complicaciones a preeclampsia Tumor en ovario y pancreas
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Figura 6 :En la parte superior se presenta el arbol genealdgico de la familia 1. En el panel A se
presenta el electroferograma de la paciente I1I-10, donde se muestra el cambio en el marco de
lectura a partir de una insercién de 8pb. En el panel B se muestra el electroferograma del paciente
IV-1 en la cual se muestra la secuencia silvestre.
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FAMILIA 2
Caso indice (Paciente IlI-1) masculino de 17 afios de edad al momento de la primer

consulta en Genética, inici6 de sintomatologia por hemangioblastomas a los 13
afos con disminucion de agudeza visual en ojo derecho en region temporal, a los
15 afios diagndstico de hemangioma en ojo izquierdo, actualmente presenta
agudeza visual 20/25 en ojo izquierdo, en ojo derecho no percibe luz. Ambos ojos
han sido tratados con crioablacion. Se realizé diagndstico molecular en el Instituto
Nacional de Cancerologia. En el CMN 20 de Noviembre ISSSTE se realizé USG
para valoracion hepatica, pancreatica, renal, testicular; audiometria; TAC de craneo;
valoracion por nefrologia y endocrinologia normales. Se ofrecio estudio molecular en
el resto de la familia. El paciente II-1 de 42 afios de edad no ha recibido las
valoraciones correspondientes, reporte verbal de hemangioblastoma en ojo izquierdo,
niega otra sintomatologia. La paciente 1I-5 inicio manifestaciones clinicas a los 31
afos de edad con quistes renales, a los 37 anos quistes pancreaticos, presenta
HAS irregular y cefaleas ocasionales. Las pacientes IlI-2, 11I-3, IlI-7 y 1lI-8 no han

presentado manifestaciones clinicas.
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Familia 2
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paciente II-5 en el cual se muestra la heterocigosidad C>T (flecha), que provoca el cambio de codén;
en el panel B se muestra el electroferograma de la paciente 1I-7 en el cual se muestra la secuencia
silvestre. La mutacién sin sentido encontrada en la paciente fue descrita por primera por Crossey et
al., (1994).
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FAMILIA 3
Caso indice (Paciente 1ll-21) femenino de 23 afios de edad al momento de la primer

consulta originaria y residente de Tampico, Tamaulipas. Inicia padecimiento a los 16
afios de edad con disminucién de la agudeza visual en ojo derecho, tratada con
laser. En enero de 2009 se realiza IRM con reporte de tumor cerebelar izquierdo de
18mm de didmetro, En febrero de 2009 disminucién de agudeza visual ojo izquierdo,
acompainada de nausea, vomito y somnolencia, se realiza IRM, se reportan datos de
hidrocefalia, se coloca valvula de derivacion ventriculoperitoneal. IRM en mayo de
2010, con lesiéon tumoral hipointensa en la regién pineal que se extiende a
mesencéfalo hasta la cisterna, reseccion quirurgica en julio de 2010, con estudio
histopatolégico descrito como hemangioblastoma. No existen datos clinicos de la

enfermedad en otros integrantes de la familia.
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Familia 3
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Figura 7. Arbol genealégico de la familia 3. En el panel inferior se muestra el electroferograma de la
paciente IlI-21 en el cual se muestra la heterocigosidad C>T(flecha, que provoca el cambio de codén.

La mutaciéon encontrada en la paciente fue descrita por primera vez en 1994 por Crossey et al.,
(1994).

39



A continuacion se presenta una tabla que resume las caracteristicas clinicas y
moleculares de los pacientes analizados en el presente estudio. Se analizaron 11

casos de los cuales, 2 son de sexo masculino y 11 de sexo femenino.

PACIENTE SEXO EDAD PRIMERA Mutacién Cambio MANIFESTACIONES
CONSULTA/ DNA PROTEINA CLINICAS
EDAD PRIMERA
MANIFESTACION
FAMILIA 1
11-8 Fem 26/13 161_162 ins p.69E>X HR
GGAGGCCG
1-10 Fem 24/13 161_162 ins p.69E>X HR, HC, HM
GGAGGCCG
V-1 Fem Prenatal Silvestre Asintomatica
FAMILIA 2
11-1 Mas 42/40 c.481C>T p.161R>X HR
11-5 Fem 38/33 c.481C>T p.161R>X HR, QR, QP, HAS
11-1 Mas 17/13 c.481C>T p.161R>X HR
11-2 Fem 13/- Silvestre Asintomatica
111-3 Fem 8/- Silvestre Asintomatica
-7 Fem 13/- Silvestre Asintomatica
111-8 Fem 11/- c.481C>T p.161R>X Asintomatica
FAMILIA 3
11-21 Fem 24/16 c.481C>T p.161R>X HR, HC

TABLA:3 Caracteristicas clinicas y moleculares de los pacientes analizados. HR:Hemangioblastoma
Retiniano. HC: Hemangioma cerebeloso. HM: Hemangioblastoma de medula espinal. QR: Quistes
Renales. QP: Quistes Pancreéticos. HAS: Hipertension Arterial Sistemica.

Se ofrecidé diagndstico molecular a todos los familiares de primer grado de los
pacientes afectados, en todos los casos que no se cuenta con estudio molecular fue

por que decidieron no participar en el estudio.
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

El espectro mutacional de VHL es bastante amplio, hasta el momento se han
descrito mas de 375 mutaciones (www.hgmd.org Human Genome Database) que
involucran a la mayoria de los codones, solamente 26 codones no han reportado
mutaciones, 25 de estos codones se encuentran en la regidén carboxilo terminal de
pVHL. La region amino terminal esta presente solo en la isoforma p30 y la mayoria
de las mutaciones presentes en esta regidn se pueden asociar con enfermedad. Los
codones que nunca se han asociado a la enfermedad son
2,3,4,5,6,11,13,15,16,17,20,21,22,23,24,29,30,32 y 35 estos codones se presentan
solamente en la isoforma p30. En la regién carboxilo terminal de la proteina otros
tres codones, el 201, 208 y 212 no han reportado mutaciones.

En el caso de la familia 1 se presenta la mutacion en dos pacientes de sexo
femenino, probablemente la madre (paciente 1I-7) presentaba la misma mutacién en
VHL por las manifestaciones clinicas que presentd, nuestro probando refiere que
esta paciente fallecié por complicaciones posquirugicas por reseccién de un tumor
cerebeloso, de la misma manera el paciente |-1 presenta caracteristicas clinicas
compatibles, ademas existen otros miembros de la familia cuyas manifestaciones
clinicas sugieren el diagndstico de la enfermedad VHL en los pacientes II-5, 1I-9, IlI-5
y llI-7, lamentablemente nuestro caso indice no tiene los datos de contacto de estos
pacientes por lo que no se ha podido realizar el diagnostico molecular.

En este caso familiar, se realiz6 diagnéstico prenatal, el cual es una técnica
frecuente en paises europeos asi como en Estados Unidos, sin embargo en nuestro
sistema de salud fue complicado realizar dicho procedimiento por cuestiones clinicas

y burocraticas, resulta importante realizar una difusion de esta técnica como
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herramienta diagndstica en nuestra poblacion para su uso futuro no solamente en la
enfermedad VHL.

En la familia 2 se presenté una mutacién sin sentido diagnosticada por primera vez
en un paciente de 17 anos, originario de Chiapas y derechohabiente del ISSSTE, se
comunico al padre los resultados del estudio informandole que era necesario realizar
el estudio en él y la madre del probando, asi como en otros miembros de la familia
de acuerdo a las caracteristicas del arbol genealdgico, lamentablemente en ese
momento el padre no acepto el estudio para €l y su esposa pero si envio al servicio a
una hermana residente de Querétaro, la paciente 1I-5, se realizé el estudio en la
paciente, el cual resulté con mutacion en VHL, por tal motivo una vez que se le
informo el resultado se pidi6 realizar el estudio en sus dos hijas, las pacientes IlI-7 y
[11-8, de las cuales una de ellas, la paciente IlI-8, también presento mutacién en VHL,
las pacientes son derechohabientes del IMSS por lo que su seguimiento se debera
realizar en dicha institucion, sin embargo este no se ha llevado a cabo de manera
Optima, lamentablemente en nuestro sistema de salud no existe la coordinacién
interinstitucional adecuada para el beneficio del paciente. Después de analizar este
estudio molecular, nos comunicamos con el padre del caso indice para ofrecerle
nuevamente el diagndstico molecular, el paciente acepto y se presento al servicio de
Genética en companiia de su esposa y sus dos hijas, las pacientes IlI-2 y 1lI-3, las
cuales después de realizar el andlisis genético no presentaron la mutacion en VHL;
llama la atencién que en el padre, el paciente IlI-1 de 42 afios de edad no se han
presentado manifestaciones clinicas, pues se ha reportado una penetrancia elevada
en nuestro gen de estudio. De acuerdo a las caracteristicas clinicas, el paciente -1
podria ser el portador de la mutacion en este caso familiar, sin embargo este

paciente no esta dispuesto a realizarse el diagnéstico molecular. Solamente la
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familia del caso indice es derechohabiente del ISSSTE lo que ha complicado la
valoracion completa de este caso familiar. Los pacientes II-3 y 1l-4 se encuentran
fuera del pais, por lo que no es factible que se presenten en nuestro servicio para
ofrecerles el estudio molecular. ElI paciente [I-6 no cuenta con recursos para
trasladarse a la ciudad de México, respecto al paciente II-7 no se tienen datos de
contacto y los pacientes 1I-8 y 11-9 no tienen interés en realizarse la prueba en este
momento.

La familia 3 presenta un caso indice de 24 afos, con inicio de las manifestaciones
clinicas a los 16 afos, sin embargo la paciente no ha sido informada que las
manifestaciones clinicas que presenta compatibles con el diagndstico de la
enfermedad VHL, solo se ha presentado una vez al servicio de Genética y
presentaba una depresion severa, nos comunicamos con los familiares de la
paciente para solicitar la presencia de ambos padres junto con la paciente para
realizar el asesoramiento genético y realizar el estudio molecular en ellos, los
pacientes 1I-6 y II-7 de 58 y 47 afnos de edad respectivamente quienes se
encuentran asintomaticos, lo que aunado a las caracteristicas del arbol genealdgico
sugiere una mutacion de novo, sin embargo consideramos oportuno realizar dichas
valoraciones para descartar una penetrancia incompleta en alguno de los padres.

La Arginina en el codéon 161 es un aminoacido conservado en multiples especies de
mamiferos y en otros organismo como el pollo, el pez zebra y la rana, forma parte
del dominio de unién a elongina C. (Figura 8). Ademas de las mutaciones reportadas
en la familia 2 y en la familia 3: p.161R>X, se han reportado mutaciones de sentido
equivocado en este aminoacido, p.161R>Q (Chen et al., 1995), p.161R>P(Zbar et
al.,, 1996) y p.161R>G(Glavac et al., 1996) (www.hgmd.org Human Genome

Database). Resulta importante mencionar que la mutacion encontrada en las familias
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2 y 3, fue reportada en poblacibn mexicana en un individuo de 32 afios que
presentd6 hemangioblastomas cerebelares y quistes pancreéaticos y renales
(Rasmussen et al.,, 2006). Las mutaciones en la Arginina 161, son la segunda
localizacion mas frecuente de mutaciones reportada en casos de enfermedad,

solamente detras de Arginina 167(Barry & Krek 2004).

human
gorilla
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Figura 8. La secuencia codificante de VHL ha sido conservada a lo largo de la evolucion, los residuos
conservados se encuentran sombreados. Las flechas muestran a arginina en el codén 161. Los numeros de
accesos que fueron usados para el alineamiento son los siguientes: H. sapiens (human) ENSP00000256474; G. gorilla
(gorilla) ENSGGOP00000010193; P. pygmaeus (orangutan) ENSPPYP00000015275; M. musculus (mouse)
ENSMUSP00000039418; R. norvegicus (rat) ENSRNOP00000013727; C. familiaris (dog) ENSCAFP00000007687; F. catus
(cat) ENSFCAP00000010437; G. gallus (chicken) ENSGALP00000013663; D. rerio (zebrafish) ENSDARP00000094654; X.
tropicalis (frog) ENSXETP00000003053; C. elegans (worm) F08G12.4; D. melanogaster (fruit fly) FBpp0087216. Modificado de
HUMAN MUTATION, Vol. 31, No. 5, 521 — 537, 2010.

De esta manera después del analisis de las tres familias, constatamos la variedad en
la expresion clinica de la enfermedad VHL asi como la variedad en el abordaje
clinico de cada familia, el diagnéstico prenatal y la dificultad para comunicarse con
el resto de los familiares en el caso de la familia 1; la negativa por parte de algunos
miembros de la familia 2 para participar en el estudio y las consecuencias de un mal
asesoramiento en el caso de la familia 3. De tal manera los fenbmenos clinicos,
burocraticos, sociales y psicolégicos son un elemento importante a considerar para
el diagndstico y seguimiento de los pacientes con enfermedad VHL.

En las familias analizadas encontramos dos mutaciones diferentes, una insercién
que modifica el marco de lectura provocando un codén de paro prematuro que no ha
sido reportada en la literatura y una mutacion sin sentido en dos familias no

relacionadas, esta mutacidon fue descrita por primera vez en 1994 en poblacion
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europea. Aun queda por investigar si estas mutaciones son comunes en la
poblacién mexicana asi como las caracteristicas clinicas y edad de inicio que se
presentan en nuestra poblacion comparandolas con lo reportado en otras

poblaciones (Tabla 4).

Frecuencia Edad de inicio
(porcentaje) (rango)
Sistema Nervioso Central
Hemangioblastoma craneoespinal 69% 29 (9-78)
Tumores de saco endolinfatico 10% 22 (12-50)
Hemangioblastoma de retina 47% 25 (1-67)
Organos
Feocromocitoma 13% 30 (5-58)
Tumores de islotes pancreaticos 42% 36 (5-70)
Carcinoma renal de células claras 30% 39 (16-67)
Adenoma de epididimo 42% Desconocido
Adenoma de ligamento ancho Desconocido Desconocido

Tabla 4. Frecuencia de tumores y edad de inicio (Modificado de Barry et al. 2004)
La identificacion de las mutaciones que causan la enfermedad VHL ya sea en casos
familiares o de forma esporadica permite el diagndstico temprano en el caso de
familiares jovenes que pueden presentar la mutacion y desarrollar la enfermedad.
Esta informacion es muy importante no solo para el adecuado asesoramiento
genético sino también para el desarrollo de un plan para el paciente que permita la
vigilancia oportuna de otras manifestaciones asociadas a la enfermedad con el
objetivo de mejorar el tratamiento y prondstico. Los pacientes jovenes asintomaticos
que presentan mutaciones en VHL detectados en este estudio deben ser valorados
por ultrasonido abdominal u otras técnicas de imagen como TAC o IRM, una
evaluacion clinica que incluya valoracion neuroldgica, valoracién oftalmoldgica,
medicion de presién arterial, medicion de metabolitos de catecolaminas (Meister et
al., 2009) (Tabla 5). El diagndstico molecular ademas permitira el uso 6ptimo de los
recursos, tanto humanos como fisicos de los institutos de salud, una vez que se
determina quienes son los pacientes jovenes que presentan mutaciones, solo en

ellos se llevara la vigilancia descrita.
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Estudio Primera valoracioén Periodicidad

Catecolaminas urinarias | 2 afios Anual o bianual

Oftalmoscopia Infancia Anual

IRM cerebro y medula Desde los 11 afios Bianual
Después de los 60 afios Cada 3 - 5 afos

USG abdominal Desde los 11 afos Anual

TAC abdominal Desde los 20 afos Anual o bianual

TABLA 5: Evaluacion y seguimiento de los pacientes con enfermedad de von Hippel-Lindau.
Modificado de Meister et al. 2009. Basado en la norma del Instituto Nacional de Salud USA

En los ultimos 15 afios han existido grandes cambios en el manejo de la enfermedad
VHL, el seguimiento y los programas para detectar tumores renales, oftalmoldgicos y
de sistema nervioso central presintomaticos ha sido una abordaje adoptado
ampliamente por los servicios de salud, asi mismo, han aumentado los
procedimientos quirurgicos conservadores (Ong et al., 2007). El presente estudio
ilustra la relevancia del analisis genético en todos los pacientes con manifestaciones
clinicas o historia familiar de la enfermedad que puedan ser portadores de
mutaciones en VHL. La oportuna identificacion de portadores asintomaticos permitira
una evaluacion por un grupo medico multidisciplinario o que evitara procedimientos
invasivos y costosos en los pacientes no portadores, es importante para el Genetista
tener una relacion adecuada con los servicios de Oftalmologia, Neurologia,
Neurocirugia, Otorrinolaringologia, Endocrinologia, Urologia, Nefrologia, Patologia
y/o Radiologia principalmente con el objetivo de difundir las caracteristicas de la
enfermedad y realizar un diagnéstico oportuno que limite en lo posible la morbilidad
y mortalidad en el paciente. La optimizacion de recursos es importante en sistemas
de salud como el que presenta México, donde la limitacion de dichos recursos es

una consideracion de suma importancia a tomar en cuenta.
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APENDICE A
FORMATOS DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

&

ISSSTE

CENTRO MEDICO NACIONAL “20 DE NOVIEMBRE ISSSTE”
GENETICA MEDICA

“ANALISIS GENETICO DEL SINDROME VON HIPPEL - LINDAU EN TRES
FAMILIAS MEXICANAS”

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
(MAYOR DE EDAD)

México, D. F., a de de 20

Por medio de la presente hago constar que yo:
de
manera libre y voluntaria estoy de acuerdo en participar en el proyecto “ANALISIS
GENETICO DEL SINDROME VON HIPPEL — LINDAU EN TRES FAMILIAS
MEXICANAS” que se lleva a cabo en e Centro Médico Nacional 20 de Noviembre
ISSSTE en el periodo comprendido del 1 de enero de 2011 al 30 de agosto de 2011. Se
me ha explicado que para la realizaciéon del estudio, se requiere una muestra de sangre
periférica de 2 ml tomada por personal calificado y bajo todas las medidas de seguridad,
como son el uso de equipo estéril y desechable, asi como el uso de guantes. Tambien se
me ha informado de las complicaciones de la puncion vascular como puede ser el
cambio de coloracion en la piel “moreton” (hematoma).

De igual forma, me han informado que de esta muestra se obtendra el material
genético (DNA) y de éste se analizaran regiones(genes) que pueden ser las responsables
del sindrome Von Hippel - Lindau. Se me ha explicado, que la justificacion del presente
estudio es para conocer las causas genéticas de la enfermedad y la probabilidad de que
esta se repita en otros miembros de mi familia, lo que permitiria una valoracion
oportuna de acuedo a la evolucion de la enfermedad.

Entiendo que los datos personales en el estudio serdn mantenidos en estricta
confidencialidad y no sera compartida con terceros como empleadores, aseguradoras,
escuelas, otros familiares, etc., si no es con mi autorizaciéon expresa y por escrito. Sin
embargo, autorizo que la informacioén necesaria para el analisis de los resultados, pueda
ser evaluada y revisada por los médicos e investigadores del presente proyecto. De igual
forma, se me ha asegurado que toda la informacion clinica recabada para el presente
proyecto, quedara resguardada bajo llave al igual que los datos clinicos y genéticos en
archivos electronicos. Solo los investigadores responsables del proyecto tendran la llave
y la clave de acceso a esta informacion para preservar la confidencialidad.

Se me ha informado que la muestra de DNA quedara codificada bajo una clave
que no incluya mi nombre y datos clinicos en el contenedor de dicha muestra, y ésta
quedara bajo el resguardo por el Dr. Juan Carlos Zenteno Ruiz, una vez teminado el
analisis genético, la muestra sera deshechada de acuerdo a los protocolos descritos en la
norma oficial mexicana vigente. Asi mismo se me ha explicado que los resultados
pueden ser presentados en publicaciones o en foros academicos preservando siempre la
confidencialidad de la informacion derivada.
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Ademas, en el entendido que mi participacion es total y absolutamente voluntaria,
puedo abandonar el estudio y retirar el consentimiento informado en cualquier momento
sin que esto tenga ningun tipo de repercusion en la atencion de mi persona en cualquier
servicio de la Institucion.

DECLARACION DE CONSENTIMIENTO

Declaro que en forma libre y sin que nadie me presione decido participar en este
estudio, una vez que he leido cuidadosamente esta forma y se me ha explicado en forma
clara en que consiste este estudio. Asi mismo entiendo que mi participacion no conlleva
ningun tipo de compensacion econdémica. Finalmente hago constar que se me ha
informado que ninguno de los estudios derivados del presente proyecto de
investigacion, tendran un costo para mi.

Atentamente,

Paciente Firma Fecha
Nombre Testigo Direccion Fecha y Firma
Nombre Testigo Direccion Fecha y Firma

Obtuvo el consentimiento:

Nombre Fecha

Datos de los Responsables a los cuales puede comunicarse en caso de dudas
o preguntas relacionadas.

En el Centro Médico Nacional “20 de Noviembre” ISSSTE:

Dra. Yuritzi Santillan Hernandez. Responsable del Servicio de Genética
Médica, 2° Piso del edificio E, Calle San Lorenzo 502, esquina Av. Coyoacan,
Col. Del Valle, Delegacion Benito Juarez, C.P. 03100 Teléfono: 52005003, ext.
14645.

Dr. Abel Archundia Garcia, Presidente del Comité de Etica. Teléfono:
52005003, ext. 14629.
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CENTRO MEDICO NACIONAL “20 DE NOVIEMBRE ISSSTE”
GENETICA MEDICA

“ANALISIS GENETICO DEL SINDROME VON HIPPEL - LINDAU EN TRES
FAMILIAS MEXICANAS”

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
(MENOR DE EDAD)

México,D.F., a de de 20
Por medio de la presente hago constar que yo:
madre/padre de de manera

libre y voluntaria estoy de acuerdo en que mi hijo(a) participe en el proyecto
“ANALISIS GENETICO DEL SINDROME VON HIPPEL - LINDAU EN TRES
FAMILIAS MEXICANAS ” que se lleva a cabo en el Centro Médico Nacional 20 de
Noviembre ISSSTE en el periodo comprendido del 1 de enero de 2011 al 30 de agosto
de 2011. Se me ha explicado que para la realizacion del estudio, se requiere una
muestra de sangre periférica de 2 ml. tomada por personal calificado y bajo todas las
medidas de seguridad, como son el uso de equipo estéril y desechable, asi como el uso
de guantes. Tambien se me ha informado de las complicaciones de la puncion vascular
como puede ser el cambio de coloracion en la piel “moreton” (hematoma).

De igual forma, me han informado que de esta muestra se obtendra el material
genético (DNA) y de éste se analizardn regiones (genes) que pueden ser las
responsables del sindrome Von Hippel - Lindau. Se me ha explicado, que la
justificacion del presente estudio es para conocer las causas genéticas de la enfermedad
y la probabilidad de que esta se repita en otros miembros de mi familia, lo que
permitiria una valoracion oportuna de acuedo a la evolucion de la enfermedad.

Entiendo que los datos personales de mi hijo(a) en el estudio serdn mantenidos
en estricta confidencialidad y no serd compartida con terceros como empleadores,
aseguradoras, escuelas, otros familiares, etc., si no es con mi autorizacion expresa y por
escrito. Sin embargo, autorizo que la informacion necesaria para el andlisis de los
resultados, pueda ser evaluada y revisada por los médicos e investigadores del presente
proyecto. De igual forma, se me ha asegurado que toda la informacion clinica e impresa
de mi hijo recabada para el presente proyecto, quedara resguardada bajo llave al igual
que los datos clinicos y genéticos en archivos electronicos. So6lo los investigadores
responsables del proyecto tendran la llave y la clave de acceso a esta informacion para
preservar la confidencialidad.

Se me ha informado que la muestra de DNA quedara codificada bajo una clave
que no incluya el nombre de mi hijo(a) y ésta quedard bajo resguardo por el Dr. Juan
Carlos Zenteno Ruiz, una vez teminado el analisis genético, la muestra sera deshechada
de acuerdo a los protocolos descritos en la norma oficial mexicana vigente. Asi mismo
se me ha explicado que los resultados pueden ser presentados en publicaciones o en
foros académicos preservando siempre la confidencialidad de la informacién derivada.
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Ademas, en el entendido que la participacion de mi hijo es total y absolutamente
voluntaria, podemos abandonar el estudio y retirar el consentimiento informado en
cualquier momento sin que esto tenga ningun tipo de repercusion en la atencion de mi
hijo en cualquier servicio de la Institucion.

DECLARACION DE CONSENTIMIENTO

Declaro que en forma libre y sin que nadie me presione decido que mi hijo
participe en este estudio, una vez que he leido cuidadosamente esta forma y se me ha
explicado en forma clara en que consiste este estudio. Asi mismo entiendo que nuestra
participacion no conlleva ningun tipo de compensacion econdmica. Finalmente hago
constar que se me ha informado que ninguno de los estudios derivados del presente
proyecto de investigacion, tendran un costo para mi.

Atentamente,

Madre o tutor Firma Fecha
Padre o tutor Firma Fecha
Menor Firma Fecha

(en caso de ser mayor a 7 afios)

Nombre Testigo Direccion Fecha y Firma

Nombre Testigo Direccion Fecha y Firma

Obtuvo el consentimiento:

Nombre Fecha

Datos de los Responsables a los cuales puede comunicarse en caso de dudas
o preguntas relacionadas.

En el Centro Médico Nacional “20 de Noviembre” ISSSTE:

Dra. Yuritzi Santillan Hernandez. Responsable del Servicio de Genética
Médica, 2° Piso del edificio E, Calle San Lorenzo 502, esquina Av. Coyoacan,
Col. Del Valle, Delegacién Benito Juarez, C.P. 03100 Teldono: 52005003, ext.
14645.

Dr. Abel Archundia Garcia, Presidente del Comité de Etica. Teléfono:
52003530, ext. 14629.
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