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I. TITULO

ESTUDIO DEL GEN SONIC HEDGEHOG EN PACIENTES

CON HOLOPROSENCEFALIA Y ASOCIACION VATER-VACTER



II.  INTRODUCCION

Los defectos congénitos son una de las principales causas de morbilidad y
mortalidad en fetos y recién nacidos. La mayoria de éstos se reportan relacionados a
herencia multifactorial, desconociéndose los principales factores que los
desencadenan. El estudio de alteraciones en los procesos embrionarios tempranos
ayuda a identificar y conocer cuales son los principales genes involucrados y su
mecanismo de expresion.

El gen SHH es uno de los mas estudiados en la actualidad y se conoce que en
modelos animales sus mutaciones se relacionan con multiples alteraciones 6 entidades
clinicas descritas en la literatura medica.

La holoprosencefalia (HPE) es la anomalia cerebral mas comun durante la
embriogénesis, su etiologia es heterogenea incluyendo factores genéticos y/0
ambientales, nueve genes han sido implicados. En la literatura se han descrito
diferentes mutaciones de SHH asociadas a HPE, 17% en casos familiares y 3.8% en
esporadicos.

La asociacion VATER-VACTER es un conjunto de defectos que se presentan
simultdneamente sin una etiologia determinada. ElI gen Shh esta involucrado en el
desarrollo normal de varios organos que se encuentran afectados en esta asociacion.
Estudios recientes en animales sefialan que alteraciones en la via de sefializacion de

este gen pudiera ser la causa de la asociacion VATER.



I1.A. HOLOPROSENCEFALIA

El desarrollo del cerebro anterior (prosencéfalo) comienza durante las etapas iniciales de la
embriogénesis. La induccién en el ectodermo primitivo es resultado de las sefiales del mesodermo
axial adyacente, el cual da origen a la notocorda y a la placa precordal. Posterior a la induccion, el
prosencéfalo crece rapidamente y se divide en dos vesiculas secundarias llamadas telencéfalo y
diencéfalo. La corteza cerebral, cuerpo estriado, hipotdlamo y tadlamo del cerebro adulto derivan de

estas dos vesiculas (Norman, 1995)(Figura 1).

FIGURA 1

Division del prosencéfalo en telencéfalo y diencéfalo. Tomado de Bertrand y Dahmane,
2006.
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La holoprosencefalia (HPE) es una malformacion cerebral caracterizada por una division
incompleta del prosencéfalo en hemisferios cerebrales, en telencéfalo y diencéfalo y en los tractos
y bulbos Opticos y olfatorios entre los 18 y 28 dias de gestacion. El término fue introducido en
1963 para enfatizar la alteraciéon del diencéfalo y telencéfalo como componentes del prosencéfalo

(De Myer y Zeman W, 1963). La HPE se clasifica en clasica, si la porcion ventral del cerebro se



encuentra afectada y en HPE interhemisférica medial o sintelencefalia, si la porciéon dorsal del
cerebro presenta una alteracion en su formacion (Mclnnes et al., 2008).

La HPE clésica se clasifica a su vez en tres categorias que reflejan el grado de severidad: 1)
la HPE alobar es la forma més comdn, presenta un solo ventriculo y hemisferios cerebrales sin
separacion, 2) en la HPE semilobar se observa una fisura interhemisférica en la porcion posterior
del cerebro con fusién de los lébulos frontales y parietales y 3) la HPE lobar se caracteriza por la
separacion de gran parte de los hemisferios cerebrales y ventriculos laterales con fusion de la

porcion ventral de los l16bulos frontales (Golden, 1998)(Figura 2).

FIGURA 2

Iméagenes de Tomografia Axial Computarizada y Resonancia Magnética que demuestran la
clasificacion de Holoprosencefalia como: a) Alobar, b) Semilobar y c) Lobar.

Tomado de: http://www.mir.wustl.edu/neurorad/internal.asp

Neuroradiology. Washington University of St.Louis, School of Medicine.

El espectro de HPE incluye diferentes anomalias del sistema nervioso central (SNC) como:
agenesia 6 disgenesia del cuerpo calloso, hipoplasia cerebelar, agenesia de la glandula hipdfisis,
migracion neuronal anormal, arrinencefalia e hipoplasia de los tractos Opticos (Lazaro, 2004). El
fenotipo es muy variable, ain dentro de una misma familia, e incluye desde manifestaciones
severas con anomalias cerebrales y faciales hasta individuos clinicamente normales o con
diferentes microformas, tales como hipotelorismo leve, incisivo central medio, coloboma de iris,

frenillo ausente, hiposmia/anosmia e hipoplasia medio facial (Odent, 1998)(Figura 3).


http://www.mir.wustl.edu/neurorad/internal.asp

FIGURA 3

Incisivo central medio como microforma de holoprosencefalia.
Tomado de Garavelli et al, 2004.

Las malformaciones cerebrales generalmente se presentan asociadas a anomalias faciales y
estan determinadas por una migracion lateral anormal de los primordios épticos y diversos grados
de detencidn en el desarrollo del proceso frontonasal. DeMyer (1963) propuso que en 70 a 80% de
los casos “la cara predice el cerebro” y describio cinco diferentes tipos faciales de HPE los cuales
se muestran en la Tabla 1 y Figura 4. Las caracteristicas faciales mencionadas se observan en

aproximadamente 80% de los pacientes con HPE y reflejan la severidad de la enfermedad.



Tabla 1. Caracteristicas faciales en pacientes con Holoprosencefalia

Nombre Caracteristicas

Ciclopia Orbita Gnica con proboscis por arriba de la
Orbita

Etmocefalia Hipotelorismo extremo con proboscis entre las
Orbitas

Cebocefalia Hipotelorismo con narina Gnica

Labio hendido medial con

hipotelorismo y nariz plana

Las descritas

Labio y paladar hendido bila-
teral con hipotelorismo y nariz

plana

Las descritas

FIGURA 4

Ejemplos de tipos faciales en holoprosencefalia
a) Ciclopia, la flecha sefiala la proboscis
b) Labio hendido medial con hipotelorismo y nariz plana




La prevalencia de la HPE varia de acuerdo a la etapa gestacional en que se estudie, siendo
de 1 en 250 durante el periodo embrionario; de 1 en 8,000 en el segundo trimestre del embarazo y
de 1 en 10,000 a 1 en 20,000 en recién nacidos vivos (Matsunaga, 1977; Olsen et al, 1997; Bullen
PJ et al, 2001).

El 64% de los casos con HPE son del tipo alobar, 24% semilobar y 12% lobar. La HPE es
dos veces mas frecuente en el sexo femenino cuando estd asociada a alteraciones cromosomicas y
los pacientes presentan retraso en el desarrollo psicomotor, crisis convulsivas, disfuncion
hipotalamica y de tallo cerebral y alteraciones enddcrinas por disgenesia hipofisiaria. La sobrevida
de la HPE alobar ha sido reportada en 50% de los casos a los 6 dias de vida y 20% sobrevive méas
de 12 meses (Olsen et al, 1997).

La HPE es una enfermedad de etiologia heterogénea causada por factores genéticos y

ambientales.

1l. A.1 Causas genéticas de holoprosencefalia:

a) Casos familiares con diferentes mecanismos hereditarios como: autosémico
dominante (MIM#142945), autosémico recesivo (MIM#236100) y ligado al
cromosoma X (MIM#306990). En estas familias se ha observado gran
variabilidad clinica intrafamiliar en individuos con HPE alobar, pacientes con
microformas e individuos sin alteraciones pero con la misma mutacion génica,
por lo que no ha sido posible establecer una correlacién genotipo- fenotipo.
(Nanni et al, 1999)(Figura 5).

b) Presencia de HPE en diferentes sindromes genéticos. Se estima que 18 a 25% de

los pacientes con HPE la presentan asociada a un sindrome génico, los mas



frecuentes son Smith-Lemli-Opitz, Pallister-Hall, Meckel, Rubinstein-Taybi,

Agnatia- HPE, Kallmann y Velocardiofacial, entre otros (Croen, 1996).

C) Alteraciones citogenéticas. Reportadas en 24 a 45% de los pacientes con HPE.

La trisomia 13 corresponde a 75% de los cariotipos anormales descritos en HPE

(Scriver, 2001).

FIGURAS
Variabilidad intrafamiliar en holoprosencefalia.

5.A Foto clinica de los pacientes 11.3 y 11.6 del arbol genealégico descrito en 5.B

Modificado de Nanni et al, 1999.
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11.3 Microcefalia, hipotelorismo ocular, nariz plana,
hipoplasia medio facial con inteligencia normal.
11.6 Sinoftalmia y proboscis
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El andlisis de anomalias cromosdmicas recurrentes ha identificado 12 loci en 11 diferentes

cromosomas que contienen genes relacionados con HPE. Nueve genes de HPE han sido

10



identificados y el fenotipo observado, la localizacion cromosdmica y frecuencia se muestran en la
Tabla 2 (Belloni, 1996; Gallardo, 1999; Gripp, 2000; Brown, 2001; Nowaczyk, 2001; Witsch,
2001; Roessler, 2002; Oupenskaia, 2002 y De la Cruz, 2002). Otros loci propuestos son: HPE1 en
21922, HPE7 en 13q12, HPES8 en 14913, HPE9 en 20p13, HPE10 en 1942, HPE1l en 5p y

HPE12 en 6926 (Roessler, 1998).

TABLA 2 Fenotipo, localizacion y Frecuencia de Mutaciones en los genes asociados

con Holoprosencefalia

Genes Localizacién | Fenotipo de Holoprosencefalia| Frecuencias
cromosémica

SHH 7936 Gran variabilidad fenotipica | 17% casos familiares
3.7% casos esporadicos

ZIC2 13932 Defecto cerebral severo, 3-9.2%

alteracion facial leve

SIX3 2p21 Alteraciones oculares severas |1.3- 4%

TGIF 18p11.3 Variable 1.5%

DHRC7 11q12 Facies alterada 2-4% de los casos de
Smith-Lemli-Opitz

TDGF1 3p21 Variable 0.5%

GLI2 20914 Variable 1.8%

FAST1 8024.3 Variable 20 variantes en 100
casos de HPE

PTC1 9¢22.3 Variable 4 casos reportados

El primer gen identificado en relacion con la génesis de HPE fue el gen SHH (MIM
#600725) cuyas caracteristicas serdn definidas adelante (Roessler, 1996). El segundo gen
reconocido (MIM #603073) codifica para una proteina nuclear con dedos de zinc denominada
ZIC2 (Aruga et al, 1996) que interviene en la formacion del ojo y cerebro (Nagai et al,1997). Las
mutaciones observadas sugieren que la pérdida de funcion de ZIC2 causa HPE con anomalias

cerebrales severas y caracteristicas faciales leves (Brown et al, 2001). SIX3 (MIM #603714) fue el
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tercer gen identificado para HPE. La familia de genes SIX funciona como factores de transcripcion
involucrados en la formacion del ojo, los pacientes con mutaciones en SIX3 han mostrado gran
variabilidad en el fenotipo de HPE (Wallis, 1999). TGIF codifica para una proteina que compite
con el receptor del acido retinoico (Bertolino et al, 1996), el fenotipo encontrado en pacientes con
HPE y mutaciones de TGIF ha sido variable (Gripp et al, 2000). Los otros genes descritos
participan en dos importantes vias de sefializacion las cuales intervienen en el desarrollo cerebral:
DHCR7, PATCHEDL1 y GLI2 en la via de sefializacion de SHH y TDGF1/CRIPTO y FAST1 en la

via de sefializacion NODAL/TGFp (Dubourg et al, 2004).

11. A.2 Causas ambientales de holoprosencefalia:

Diversos factores ambientales y metabdlicos han sido involucrados en la patogénesis de la
holoprosencefalia, sin embargo s6lo la diabetes materna es la enfermedad considerada como una
causa de HPE. Estudios poblacionales reportan diabetes insulino-dependiente materna en 4 a 8%
de los casos de HPE, lo que significa un incremento en el riesgo 8 a 16 veces mayor con respecto a
la poblacidn general (Barr et al, 1983). Se ha sugerido que los mecanismos fisiopatoldgicos de la
embriopatia diabética son complejos y que ocasionan de manera temprana una alteracion en el
saco vitelino, el aumento de sorbitol y de radicales libres de O2, la glucosilacion de proteinas y la
disminucion de mioinositol y de &cido araquidénico son algunos de los mecanismos causales
propuestos. Sin embargo, la relacién de esta alteracién metabdlica con los mecanismos causantes
de HPE no ha sido esclarecida (Kousseff, 1999).

El sindrome alcohdlico-fetal incluye formas leves de HPE y el fenotipo severo ha sido
observado en hijos de madres con antecedente de ingesta de grandes cantidades de alcohol durante

el primer trimestre (Ronen y Andrews, 1991). La exposicion a etanol en modelos animales ha
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causado HPE. Esto podria estar relacionado con la interferencia en la funcion de la placa precordal
(Sulik, 1982). Li et al (2007) demostraron que la exposicion de embriones de pez cebra a bajas
concentraciones de alcohol durante la gastrulaciéon bloquea la modificacion covalente de colesterol
a SHH y que el suplemento con colesterol rescata la pérdida de transduccion de la sefial.

Existen varias evidencias que demuestran que una alteracion en la biosintesis de colesterol
puede causar HPE. La HPE se observa en 5% de los pacientes con sindrome de Smith-Lemli-Opitz
el cual es causado por un defecto enzimatico en la biosintesis de colesterol (Kelley et al, 1996). Se
ha sugerido que bajos niveles de colesterol materno en embriones de raton, pueden tener alguna
influencia sobre el desarrollo del feto y que la hipocolesterolemia materna en etapas tempranas de
la gestacion causa HPE en embriones de raton (Ming, 1998). Haas et al (2007) examinaron la
biosintesis de colesterol en lineas celulares de linfoblastos en 228 pacientes con HPE, donde 6% de
ellos mostr6 un patron anormal de esteroles. El nivel promedio de colesterol fue de 58 mg/dl en los
pacientes y de 82 mg/dl en los controles. Los autores concluyen que la biosintesis alterada de
colesterol puede ser un factor contribuyente en la causa de HPE.

Ademas, la HPE en los humanos se ha observado posterior a la exposicion de &cido
retinoico (Lammer et al, 1985; Rosa et al, 1986). Se ha propuesto que el &cido retinoico puede
interferir con el desarrollo de las células de las cresta neural, Helms et al (1997) demostrd que este
agente inhibe la expresion de SHH y su receptor PTCH en el primordio craneofacial en embriones

de pollo.

II. B. ASOCIACION VATER- VACTER

La asociacion de ciertos defectos congénitos es un concepto que fue introducido para
designar la tendencia de algunas malformaciones de presentarse juntas con mayor frecuencia que

lo esperado por el azar, sin ser componentes de sindromes conocidos (Aase, 1992). El acronimo
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VATER-VACTER fue originalmente descrito por Quan y Smith (1973) y se refiere a la presencia
de anomalias vertebrales (V), atresia anal (A), fistula traqueo-esofagica (TE) y anomalias radiales
y renales (R). Esta entidad no ha sido reconocida como un sindrome y sus componentes son
variables. Otros defectos congeénitos se han presentado asociados, por lo que el término original de
VATER ha sido ampliado a VACTERLH para incluir anomalias cardiacas (C), de extremidades
(L) e hidrocefalia (H).

Diferentes estudios han reportado que las anomalias encontradas con mayor frecuencia son:
renales (82%), cardiovasculares (80%), en extremidades (68%), anorectales (40%), vertebrales
(36%) y fistula traqueo-esofagica (24%) (Landing, 1975)(Figuras 6 y 7). Botto et al (1997)
reportaron en un estudio de 2,295 pacientes con multiples anomalias, 12.5% presentaba tres 0 mas
defectos de la asociacion y de éstos, 74.8% presentaba algun defecto asociado como atresia
intestinal y/6 anomalias en genitales. Los mayores rangos de asociacion observados incluyen:
atresia anal con fistula traqueo-esofagica (FTE), alteracion en extremidades y FTE, atresia anal y
alteraciones vertebrales y FTE. Aproximadamente la mitad de pacientes con FTE presentan otras

caracteristicas de la Asociacion VATER (Khoury et al, 1983).

FIGURA 6

Alteraciones radiales en Asociacion VATER.
a) Pulgar hipoplasico de mano derecha. Tomado de www.thefetus.net

14



FIGURA 7

Ano imperforado en Asociacién VATER.

Actualmente se acepta el diagnostico de Asociacion VATER cuando estan presentes al
menos tres de los cinco defectos y se considera un diagnostico de exclusion. El principal
diagnostico diferencial es la trisomia 18 donde el paciente presenta un cromosoma extra del par 18
y multiples anomalias internas y externas. Otras entidades a descartar son el sindrome de Townes-
Brocks causado por una mutacion en el gen que codifica para el factor de transcripcion SALLL y
cuyas principales manifestaciones clinicas son: ano imperforado, microtia, pulgar trifalangico y
sordera, el sindrome de Feingold caracterizado por atresia duodenal o esofégica,
braquimesofalangia del 2° y 5° dedos de manos y mutacion en el gen MYCN, el sindrome de
Baller-Gerold que presenta craneosinostosis con defectos radiales y es causado por una mutacion
en RECQL4 (Jones, 2006), el Sindrome de Fanconi el cual tiene diferentes grupos de
complementacién y se ha sugerido que 5% de los pacientes con diagnostico de VATER presentan
este sindrome (Esmer et al.,2004). Ademas, el sindrome de CHARGE, Pallister Hall, delecion de
22011 y de 13qg pueden presentar caracteristicas similares a la asociacion VATER (Shaw-Smith,

2006). La incidencia de la asociacion VATER es de 1 cada 5,000 nacidos vivos, es mas frecuente
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en varones y no se relaciona con edad materna avanzada (Rittler et al, 1996). Se estima que 48%
de los pacientes fallece durante el primer afio de vida (Khoury et al, 1983).

Aproximadamente 1,000 casos han sido reportados en la literatura médica dentro de los
cuales existen muy pocos casos familiares por lo que es poco probable que esta asociacion presente
herencia monogénica. La etiologia de esta asociacion se desconoce y se piensa que presenta
herencia multifactorial (Kim et al, 2001). El dnico modelo animal conocido es en ratas
embarazadas inyectadas con adriamicina. Los efectos teratdgenos de la adriamicina fueron
reconocidos en 1978 por Thompson et al, quienes reportaron diferentes defectos estructurales
como atresia intestinal y esofagica, FTE, hipoplasia de vejiga urinaria y varias anomalias
cardiacas. La adriamicina inhibe la sintesis de &cidos nucleicos al intercalarse con el DNA e

interferir con los procesos de replicacion y transcripcion (Beasley et al, 2000).

I1.C. GEN SONIC HEDGEHOG

El gen hedgehog de Drosophila fue originalmente descrito posterior a un estudio de
defectos de segmentacién embrionaria (Nusslein-Volhard y Wieschaus, 1980). En su estudio, estos
autores observaron la presencia de proyecciones en la larva de Drosophila, simulando las espinas
de un erizo (hedgehog en inglés), asignandose este nombre al gen (Figura 8). Estos autores
propusieron que se trataba de un gen de polaridad segmentaria que regulaba el patron dentro de

cada segmento de la larva.
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FIGURA 8

Erizo (Hedgehog). Tomado de http://images.search.yahoo.com

Posteriormente, una caricatura de un videojuego llamada “sonic” inspird el nombre del gen,
ya que presentaba ciclopia y una estructura parecida a una nariz por debajo de los 0jos.

En el ratén han sido identificados tres homdélogos del gen: Indian (Ihh), Dessert (Dhh) y
Sonic hedgehog (Shh) (Marigo et al, 1995). Dhh esta muy relacionado con el gen hedgehog de
Drosophila mientras que Ihh y Shh se relacionan mas entre ellos, lo que puede indicar un evento
de duplicacion génica reciente. EI gen Shh es el Unico que se expresa en la linea media del sistema
nervioso en desarrollo. Shh se encuentra involucrado en diversos elementos clave del desarrollo en
diferentes momentos durante la embriogénesis. Participa en el establecimiento del eje derecho-
izquierdo el cual es esencial para determinar la asimetria de los 6rganos (Meyers et al, 1999)
iniciando con la formacion del mesodermo axial (Roessler y Muenke, 2001). Ademas, Shh tiene un
papel importante en la especificacion de la placa basal de la médula espinal, asi como en la
identidad ventral del cerebro a lo largo de toda la extensién rostro-caudal del sistema nervioso
central (Ho y Scott, 2002). Durante la embriogénesis tardia, Shh define el eje antero-posterior de la
extremidad y participa en el desarrollo de la hipdfisis, células de la cresta neural, cerebro medio,
cerebelo, oligodendrocitos, ojo y cara (Nasrallah y Golden, 2001).

Diferentes investigaciones demuestran que Shh es el principal factor en establecer la

identidad ventral del sistema nervioso central. La expresion de Shh en el ratdn se detecta
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inicialmente en el periodo de la gastrulacion, exclusivamente en el mesodermo medio del proceso
cefalico. Para el periodo de 8 somitas, la expresion se inicia en la porcion ventral del cerebro
medio y se extiende rostralmente al cerebro anterior y caudalmente al cerebro posterior y médula
espinal (Echelard et al, 1993). Shh actla en la especificacion de los tipos celulares ventrales en el
tubo neural y la pérdida de la placa precordal causa HPE en modelos animales (Schier, 2001).

Las sefiales de Hedgehog acttan como morfégenos por medio de la induccidon dosis-
dependiente en un tejido blanco, como mitdégenos regulando la proliferacién celular o como
factores de induccion controlando la forma del drgano en desarrollo. Por ello las sefiales de Shh
regulan la especificacion, proliferacion y la sobrevida celular de la porcion ventral del cerebro. La
segmentacion dorsal y ventral del prosencéfalo es controlada, en su porcion ventral, por el gen Shh
y en su porcion dorsal por las proteinas morfogenéticas del hueso (BMPs). Los receptores de
BMPs pertenecen a la familia TGFp que actdan en los receptores cinasa transmembrana de serina 'y
treonina que regulan la actividad de otros factores de transcripcién (Massague et al, 2005).

Diferentes vias de sefializacion controlan la expresion del gen Shh entre las cuales se
encuentran: las proteinas Nodal, los factores de crecimiento de fibroblastos (FGF) y algunos
retinoides. Las proteinas Nodal son factores secretados de la familia TGFB y se unen
predominantemente a los receptores activina, aparentemente, esta proteina, regula la expresion de
Shh (Rohr et al, 2001). Los FGF activan receptores de transmembrana tirosin-cinasa, en
experimentos realizados en pez-cebra se ha observado que algunos FGF regulan elementos de la
via de Shh (Miyake et al, 2005). Por ultimo, los retinoides son moléculas activas que actdan en
receptores nucleares y regulan la expresion de algunos genes que especifican el caracter intermedio
del tejido telencefalico (Marklund et al, 2004)(Figura 9). La interrelacion de estas vias de

sefializacion en el humano adn no se encuentra bien esclarecida (Ingham y McMahon, 2001).

18



FIGURA 9

Interacciones entre diferentes vias de sefializacion en el desarrollo del cerebro anterior.
Las flechas muestran influencias positivas y las barras T negativas. Estas influencias
actuan a diferentes niveles, transcripcional y postranscripcional.

Tomado de Bertrand y Dahmane, 2006.
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El gen que codifica para la proteina SHH se encuentra localizado en 7q36 y tiene una
longitud de 29.41kilobases. El transcrito esta formado por tres exones con una longitud total de
1,575 pares de bases (Figura 10).

FIGURA 10
Estructura del gen SHH humano.

El gen SHH humano tiene una longitud de 29.41kb y esta formado por tres exones.
Tomado de www.ensembl.org
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La proteina tiene una longitud de 462 residuos y se han identificado 3 Single Nucleotide
Polymorphisms (SNPs), un dominio hélice transmembrana, cinco secuencias de baja complejidad
y un péptido sefial. EI péptido esta formado por tres regiones: una region de sefializacién amino-
terminal la cual es la responsable de la sefializacion local y a distancia de la proteina y dos

peptidasas C46 (Figura 11)(www. ensembl.org).

FIGURA 11

Proteina SHH.
A) Estructura de la proteina SHH formada por 462 aminoacidos, un dominio hélice
transmembranal, cinco secuencias de baja complejidad y un péptido sefial.
Tomado de www.ensembl.org
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b) Figura que demuestra la localizacion del péptido sefial y dominios N 'y C.
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La proteina SHH se secreta como una molécula de sefializacion intercelular que es
sintetizada como un precursor de 45kD y que necesita ser procesada a una forma activa para

funcionar. Esta proteina lleva a cabo una division autocatalitica, posterior a la cual se separa en un
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dominio N-terminal (SHH-N) de 19 kD y otro dominio C-terminal (SHH-C) de 25 kD. Durante la
reaccion de autoprocesamiento, el colesterol realiza un ataque nucleofilico y se une
covalentemente al extremo C- terminal de SHH-N activando su porcion de sefializacion (Wallis,

1999)(Figura 12).

FIGURA 12

Dominios y division autocatalitica de la molécula SHH.
El dominio C-terminal causa un corte autocatalitico de la proteina con transferencia de
colesterol al dominio N-terminal. Tomado de Cohen y Shiota, 2002.
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Ademas de esta union, la molécula es modificada en su cisteina N- terminal por la union

de un palmitato que transforma a la molécula en hidrofébica. Se ha observado que la unién del
colesterol es necesaria para la sefializacion a larga distancia en la extremidad vertebral ademas de
que esta forma de Hedgehog unida a colesterol es multimérica. Ambas modificaciones aumentan la

actividad especifica de la proteina (Nybakken y Perrimon, 2002)(Figura 13).
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FIGURA 13

Unidn de un grupo palmitoil al extremo N-terminal de la molécula SHH. En la parte
superior se observa la unién de colesterol al extremo C-terminal y en la parte inferior la
union de palmitato a la porcion N-terminal. Ambas modificaciones permiten la union a la
membrana celular. Tomado de Cohen y Shoita, 2002.
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La proteina modificada en sus dos extremos se asocia con vesiculas de lipidos y es
secretada por una proteina transmembranal Ilamada Dispatched (Dis) la cual funciona liberando a
SHH de la membrana en donde se encuentra anclada (Burke et al, 1999)( Figura 14).

FIGURA 14

Célula secretora de sonic hedgehog. EI multimero Shh-N se asocia con vesiculas de lipidos
y es liberada por Dispatched. Tomado de Nieuwenhuis y Hui, 2004.
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El receptor de SHH es una proteina de membrana asociada con el transporte de moléculas,
contiene secuencias transmembranales homélogas a dominios de unién esteroideos. En vertebrados
se han encontrado dos diferentes tipos de receptores denominados Patchedl y 2 (Ptc). La
interpretacion clasica menciona que Ptc controla la expresion de los genes blancos de Shh
reprimiendo la actividad de una proteina transmembrana asociada a proteinas G y denominada
Smoothened (Smo). La union de Shh a Ptc inhibe la represion de Smo por medio de un cambio
conformacional en la molécula (Stone et al, 1996). Se ha sugerido que el complejo Shh- Ptc es
internalizado por medio de vesiculas y que este complejo actta sobre Smo (Ingham y McMahon,
2001). Otros autores sugieren que Ptc y Smo se encuentran unidos en ausencia de hedgehog y que
ambas proteinas endocitan posteriormente a la unién del ligando para luego separarse (Incardona et
al, 2002). A su vez, Ptc es también un gen blanco en esta via de sefializacion, la sobre-expresion
de este gen produce el secuestro de hedgehog, inhibiendo su funcion (Chen y Struhl, 1996) (Figura

15).
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FIGURA 15

Receptores y transduccion de sefiales de SHH. La figura demuestra que en presencia de Hh
Ptc libera a Smo la cual causa la hiperfosforilacion de Fu y Cos2 lo que separa la union de

estos complejos de los microtdbulos. Esto ocasiona la estabilizacion de Ci que actla como

un regulador transcripcional de genes blanco del nucleo.

Tomado de Nybakken y Perrimon, 2002.

Existen otras sustancias que funcionan como coreceptores tales como la proteina caveolina,
la cual forma una invaginacion de la membrana plasmatica involucrada en la endocitosis y trafico
de sustancias y la megalina, que es una lipoproteina de baja densidad que regula la endocitosis de

la forma multimérica de Shh (Mc Marthy, 2002)(Figura 16).
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FIGURA 16

Receptores de la forma multimérica de la proteina Hedgehog. Esta figura demuestra la
presencia de receptores como Hipl y GAS-1 que secuestran Shh y atentian su sefial en las
celulas blanco. Otros receptores como HSPG, Ptc, caveolina y megalina reciben a Shhy la
presentan a Ptc en la forma de vesiculas intracelulares.

Tomado de Nybakken y Perrimon, 2002.
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En vertebrados se ha identificado la presencia de dos inhibidores de la sefializacion de Shh

denominados Hipl (proteina de interaccion de Hh) y Gasl (arresto especifico de crecimiento 1)

(Chuang et al, 2003)(Figura 17).
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FIGURA 17

Inhibidores de la sefializacion de SHH. En células que no reciben Shh, Ptc reprime a Smo,
el represor Gli estéa presente en el nlcleo, y la transcripcion de Ptcl y Glil no se lleva a
cabo. Tomada de Nieuwenhuis E y Hui C, 2004.
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La via de sefializacion Shh-Ptch-Smo tiene un regulador transcripcional bifuncional,
codificado en Drosophila por el gen de polaridad segmentaria cubitus interruptus (ci) (Cohen,
2003). Varios factores estan involucrados en la sefializacion corriente abajo de Shh como son:
Costal 2(Cos2), Fused (Fu) y Supresor de fused (Sufu), los cuales regulan la transcripcion nuclear
y la actividad de cubitus interruptus. Estos tres elementos y Ci forman un complejo tetramérico el

cual lleva a la transcripcion nuclear y activacion de Ci (Figura 18).
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FIGURA 18

Transduccidn de sefiales de la proteina sonic hedgehog. Los homdlogos de los genes de
Drosophila se muestran entre paréntesis. La célula de sefializacion libera la forma
multimérica de SHH la cual es captada por la célula de respuesta en la que se observan los
diferentes receptores, los factores de sefializacion intracelular y los genes blanco. Tomado
de Cohen, 2003.
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En ausencia de estimulacién por Shh el complejo se encuentra anclado a los microtdbulos
por Cos2 el cual promueve la protedlisis de Ci, generando la forma represora truncada de la
proteina. La estimulacion por hedgehog promueve la disociacion de Sufu-Ci, que junto con el
cofactor dCBP activa tres genes blanco: Patched, Wingless y Decapentaplegic. Estos genes son
esenciales para el desarrollo embrionario normal y la diferenciacion de varios tejidos en el adulto
(Stone et al, 1999). La sobreregulacion de la expresion de Patched ocasiona el secuestro de
Hedgehog por lo que debe existir un balance entre ambas proteinas antagonistas (Cohen, 1999)

(Figura 19).
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FIGURA 19

Transduccidn de sefiales en ausencia y presencia de Hedgehog. En esta figura se demuestra
la formacion de un complejo tetramérico que en presencia de Shh regula genes blanco
como Ptch, Wg y Dpp. Tomado de Cohen, 2003.
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El homologo de ci en vertebrados ha sido designado como GLI, éste fue originalmente
identificado como un gen amplificado en el glioma maligno (Kinzler et al, 1987) y codifica para
tres diferentes proteinas. GLI1, 2 y 3 son factores de transcripcion con dedos de zinc y secuencias
consenso de histidina y cisteina y son el blanco transcripcional de la sefializacion de SHH (Lee et
al, 1997).

Diferentes estudios han demostrado que: a) GLI1 y GLI2 son activadores SHH-
dependientes, b) GLI2 es también un represor independiente de SHH y se ha propuesto que actla
reclutando complejos de histona deacetilasas a través de Sufu c) GLI3 es un represor dorsal de la
diferenciacion ventral y actia como promotor de la diferenciacion a nivel ventral y d) la prote6lisis
de GLI2 y GLI3 genera formas represoras de la proteina. Los genes blanco de GLI1, GLI2 y

GLI3 incluyen a WNT, IGF2 y PDGFR«a (Nybakken y Perrimon, 2002).
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Los genes WNT codifican para una familia de glucoproteinas implicadas en varios procesos
del desarrollo como son la diferenciacion, polaridad, migracion y proliferacion celular (Kuhl et al,
2000). GLI1 es considerado un oncogen y se ha observado amplificado en diferentes tumores.
Ademas, su expresion en ratones transgénicos ocasiona retraso en el crecimiento y enfermedad de
Hirshprung (Park et al, 2000). Estudios en ratones sugieren que el gen Gli2 esta asociado con
carcinoma de células basales y alteraciones esqueléticas (Park et al, 2000). Las alteraciones de
GLI2 en el humano causan un fenotipo parecido a la HPE con aplasia nasal, anomalias orbitarias,
anoftalmia, alteraciones de arcos braquiales y HPE lobar (Rahimov et al, 2006).

Las mutaciones en GLI3 han sido observadas en varias enfermedades en el humano como
la cefalopolisindactilia de Greig, el sindrome de Pallister-Hall asi como polidactilias postaxiales
tipo | y tipo IV. Esta proteina es coactivada por una proteina de unién a CREB (CBP) y se sugiere
gue la interaccion bioquimica entre CBP y GLI3 influencia la sefializacion de SHH. Normalmente,
la actividad represora de GLI3 es inhibida por SHH (Villavicencio et al, 2000). En la figura 20 se
muestran los diferentes elementos de la via de sefializacién de SHH y la asociacion con diferentes

enfermedades en el humano.
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FIGURA 20

Via de sefializacion SHH-PTCH-GLI y su relacion con diferentes enfermedades en el
humano. Tomado de Villavicencio et al, 2000.
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11.D. SHH y HOLOPROSENCEFALIA

La relacién de HPE con SHH fue postulada en base a su posicion con respecto a cuatro
puntos de ruptura cromosémica (Muenke, 1994) y se corroboré que era el gen involucrado
mediante el analisis mutacional detectado inicialmente en 30 familias con HPE (Roessler, 1996).
Posteriormente, se estudiaron 344 pacientes con HPE reportandose 23 (6.7%) con mutaciones en
el gen SHH, 14 (4.06%) mutaciones se observaron en casos familiares y 9 (2.61%) en casos
esporadicos (Nanni et al, 1999). Dubourg et al (2004) realizaron el analisis mutacional de
holoprosencefalia en cuatro diferentes genes (SHH, ZIC2, SIX3 y TGIF) y encontraron que 34
(17%) de 200 pacientes presentaban diferentes tipos de mutaciones, 17 (50%) mutaciones fueron
encontradas en el gen SHH, de las cuales 12 (70%) se presentaron en casos familiares y 5 (30%) en
casos esporadicos. Combinando los datos de diferentes estudios, se estima que 17% de los casos
familiares y 3.7% de los casos esporadicos con HPE tienen mutaciones en SHH (Scriver, 2001).

En los casos familiares con patréon de herencia autosémico dominante, la frecuencia de
mutaciones en SHH ha sido reportada en 24% hasta 37% si se consideran también las anomalias
estructurales severas en los criterios de inclusion (Nanni et al, 1999). Las mutaciones se han
identificado en estado heterocigoto a todo lo largo del gen e incluyen mutaciones de sentido
equivocado, sin sentido, deleciones e inserciones que causan pérdida de funcion de la proteina,
por lo que se ha considerado que la haploinsuficiencia de este gen causa la enfermedad (Roessler

et al, 1996)( Figura 21).
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FIGURA 21

Representacion esquematica de las diferentes mutaciones, deleciones e inserciones
reportadas en la proteina SHH en pacientes con holoprosencefalia. Se observa que las
mutaciones se encuentran en los tres dominios de la proteina. Tomada de Traiffort et al,
2004.
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En contraste, los ratones homocigotos con mutacion en Shh presentan defectos estructurales

mediales, falta de desarrollo del cerebro anterior, ciclopia y generalmente fallecen durante el

desarrollo embrionario, mientras que los heterocigotos son normales (Chiang, 1996).

Las mutaciones se han encontrado en los tres exones del gen SHH y pueden afectar

cualquiera de las tres regiones principales de la proteina:

1) péptido sefal, 2) porcion N-terminal y 3) porcion C-terminal (Marti et al, 1995) (Figura

22).
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FIGURA 22

Representacion esquematica de las mutaciones del gen SHH distribuidas en los 3
exones de la proteina. Tomado de Dubourg et al, 2004.
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11.D.1 Diagnostico Prenatal

El diagnostico prenatal de holoprosencefalia se puede realizar por ultrasonido de alta
definicion a partir de la semana trece de la gestacion al no encontrarse el signo de “la
mariposa”. Este se refiere a la visualizacion de ambos plexos coroides, fusion de talamos y
presencia de un solo ventriculo, asi como la ausencia de hueso nasal, perfil facial plano y

caracteristicas de etmocefalia y proboscis (Cho et al, 2005)(Figura 23).

FIGURA 23
Ultrasonido de HPE alobar en el segundo trimestre del embarazo en donde observa en un

corte sagital la presencia de monoventriculo y talamos fusionados. Tomado de
www.thefetus.net

33


http://www.thefetus.net/

El primer reporte de diagndstico prenatal de HPE alobar se realiz6 en 1980 (Kurtz et al,
1980). La microcefalia es un hallazgo frecuentemente asociado.

En el periodo comprendido entre 1985 y 1998 se detectaron durante el periodo prenatal
71% de los casos con HPE en el norte de Inglaterra. El estudio fue dividido en dos fases,
durante el primer periodo (1985-1991) se detectaron 52% de los fetos con HPE a las 21.6
semanas de gestacion y durante el segundo periodo (1992-1998) la deteccion increment6 a
86%, con edad promedio de diagnostico a las 19 semanas (Bullen et al, 2001).

Lazaro et al (2004) publicaron el andlisis mutacional de los cuatro genes principales
relacionados con HPE, SHH, ZIC2, SIX3 y TGIF en fetos con esta patologia y encontraron que
14% de los pacientes presentaba mutaciones puntuales en alguno de estos genes. Bendavid et
al (2006) estudiaron 94 fetos con HPE en los que 14% presentaba mutaciones en alguno de los
genes previamente mencionados (4 pacientes presentaron mutaciones en SHH) y 9.4% presento
microdeleciones en alguno de estos genes (2 pacientes en SHH) con lo que el porcentaje de
deteccion fue 22.3% en fetos con HPE y cariotipo normal. En la Figura 24 se muestran los

genes relacionados con HPE.
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FIGURA 24

La figura muestra los diferentes genes (6valos negros) en donde se han descrito mutaciones
en pacientes con holoprosencefalia.
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II.E. SHH y ASOCIACION VATER-VACTER

El analisis fenotipico de los ratones con mutaciones en Shh y Gli ha demostrado que la via
de sefializacion de Shh participa en el desarrollo de numerosos 6rganos y sistemas, principalmente
en la segmentacion de las somitas lo que da origen a la columna vertebral y en el dermamiotomo
que forma el masculo y la piel (Christ et al, 2000). En la extremidad en desarrollo, Shh se expresa
en la regién posterior conocida como “zona de actividad polarizante”, que esta involucrada en la

especificacion de la extremidad a lo largo del eje antero-posterior (Dudley et al, 2000). Los ratones
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Shh-/- muestran alteraciones en la columna vertebral y ausencia en la formacion de la porcion
distal de las cuatro extremidades (Kraus et al, 2001).

Ademas, Shh se expresa en el endodermo del tracto intestinal donde induce la expresion de
Patched y de la proteina morfogenética del hueso en el mesénquima intestinal. Los ratones Shh-/-
presentan defectos de separacion entre la trdquea y el esdfago (Pepicelli et al, 1998) y
malformaciones anorectales que incluyen estenosis anal, ano imperforado y cloaca persistente. Los
fenotipos de los ratones Gli2-/- y Gli3-/- son menos severos que los de Shh-/- (Kimmel et al,
2000).

En un modelo de rata con exposicién a adriamicina, Orfrod et al (2001) observaron una
localizacion ectopica de la notocorda por lo que sugieren que ésta puede alterar la sefializacién de
Shh.

Los genes Shh, Bmp4, Hoxal3 y Hoxd13 se expresan durante el desarrollo del intestino
posterior en el ratdén. Shh induce a Bmp4 que recluta al mesodermo visceral y a Hoxal3 y Hoxd13
(Bitgood y McMahon, 1995). Mandhan et al (2006) demostraron en un modelo murino que la
expresion de Shh mostraba cambios temporales en el desarrollo del intestino posterior y que la
disrupcion de Shh con etilenetiourea ocasionaba una gran variedad de defectos anorectales.

Kim et al (2001) reportaron que la expresion de la mutacion sin sentido Gli2 zfd/zfd en
ratobn se asemeja a la asociacion VACTERL en el humano con defectos vertebrales, anales,
cardiacos, tragueo-esofagicos y en extremidades. Estos autores encontraron que Gli2 zfd/zfd;Gli3
zfd/+ también causan la asociacion VACTERL con anomalias renales agregadas. Los ratones
Shh-/- mostraron los fenotipos mas severos y el espectro completo de la Asociaciéon VATER. En
la Figura 25 se muestran las alteraciones que presentan los ratones con mutaciones en Gli2 y Gli3

en relacién con el fenotipo normal (Kim et al., 2001).
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Figura 25.

Asociacion VACTERL
en ratones con
mutaciones en Gli2 y 3.
Vertebral: Ausencia de
cuerpos vertebrales
Malformacion anorectal:
Ano imperforado
Cardiopatia: persistencia
de conducto arterioso
Anomalia traqueo-
esofagica, renal y de
extremidades (limbs):
polidactilia preaxial.
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Estos hallazgos sugieren que la sefalizacién de Shh participa en la base molecular de las
malformaciones altas y bajas del tracto intestinal. También se conoce que los ratones Shh-/-
presentan defectos cardiacos y renales lo que puede ser secundario a un error en la especificacion
de la lateralidad (Meyers et al, 1999).

De acuerdo a la expresion de Shh y al fenotipo observado en los ratones nulisémicos, Kim
et al (2001) propusieron que la asociacion VATER se puede presentar cuando existe una alteracion
en la sefalizacion de SHH, lo que explicaria las bases moleculares de esta enfermedad. Estos
autores no descartan la participacion ambiental dentro de la etiologia de la asociacion VATER ya
que el periodo de la sefializacién de SHH es diferente para cada érgano, lo que puede explicar las

diferentes anomalias encontradas.

I1l. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El gen SHH es uno de los mas estudiados en la actualidad y se conoce que en
modelos animales sus mutaciones se relacionan con multiples alteraciones 6 entidades
clinicas. La HPE es la anomalia cerebral mas comun durante la embriogénesis, su
etiologia es heterogénea incluyendo factores genéticos y/6 ambientales, nueve genes
han sido implicados. En la literatura se han descrito diferentes mutaciones de SHH
asociadas a holoprosencefalia, 17% en casos familiares y 3.8% en esporadicos. En
México no se tienen estudios representativos de la epidemiologia de estas patologias y
no se han realizado estudios moleculares que identifiquen alteraciones en el gen SHH,
por lo que la implementacion de este estudio molecular permitird analizar de una

manera mas completa la patologia observada en los pacientes.
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La asociacion VATER-VACTER es un conjunto de defectos que se presentan

simultaneamente sin una etiologia determinada. El gen Shh estd involucrado en el
desarrollo normal de varios érganos que se encuentran afectados en esta asociacion.
Estudios recientes en animales sefialan que alteraciones en la via de sefializacion del
gen pudieran ser la causa de la asociacion VACTER. Se desconoce si en humanos
existe homologia funcional con este gen, por lo que consideramos trascendente
participar en su inclusion o exclusion en relacién con la asociacion VATER-VACTER,
lo que serd una contribucion para la genética clinica y en la biologia del desarrollo
humano.

El gen Shh actia de forma directa e indirecta y es considerado un morfégeno ya que las
diferentes respuestas moleculares que realiza dependen de la concentracién de la proteina en los
diferentes tejidos en los que se expresa.

Este estudio se realiza en pacientes con HPE, la cual es una enfermedad en donde diversas
mutaciones han sido descritas, y por otra parte se realiza un estudio que no se ha realizado
previamente en pacientes con una enfermedad de etiologia desconocida en donde el mismo gen es
expresado de forma temprana en los 6rganos afectados y en donde no se ha explorado si algun tipo
de mutacion pudieran alterar la funcion de la proteina de forma tejido-especifico.

Aungue las dos enfermedades son muy diferentes, se plantea en este estudio la posibilidad de
estudiar ambas, en el caso de pacientes con HPE aislada, la secuenciacion del gen SHH se realiza
en el extranjero y esta indicado realizarla cuando la enfermedad se presenta de forma aislada y con
cariotipo normal. En pacientes con Asociacion VATER, se ha propuesto por estudios realizados en
ratones que el gen SHH pudiera ser la causa de esta enfermedad de etiologia desconocida, por lo

que aunque no existe relacion entre estas dos enfermedades consideramos importante implementar

39



la metodologia para realizar el estudio molecular de un gen que es expresado tempranamente
durante el desarrollo y que induce una via importante de transduccion de sefiales.

Con este estudio se pretende ofrecer a los pacientes con HPE aislada la posibilidad del estudio
molecular en nuestro pais e implementar esta metodologia en pacientes con Asociacion VATER-
VACTER como un estudio innovador en donde mutaciones en el gen han sido propuestas como

causa de esta alteracion en animales.

V. OBJETIVOS

1. ldentificar y determinar la frecuencia de mutaciones en el gen SHH en
pacientes mexicanos con holoprosencefalia.

2. Determinar si las mutaciones en el gen SHH se presentan en pacientes con

asociacion VATER-VACTER .

V. CRITERIOS DE INCLUSION, EXCLUSION Y ELIMINACION.
Criterios de inclusién:
Pacientes con holoprosencefalia

Pacientes con diagnostico de asociacion VATER-VACTER

Criterios de exclusion:

Presencia de bandas amnioticas por ultrasonido prenatal.

Pacientes con cromosomopatia o sindrome genético definido.
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Criterio de eliminacion:

Pacientes en quienes la muestra de DNA no pueda ser obtenida o procesada.

VI.VARIABLES EN ESTUDIO.

Variables Dependientes:

1. Paciente con holoprosencefalia.
Variable cualitativa, nominal.

2. Paciente con asociacion VATER- VACTER.
Variable cualitativa, nominal.

Variable Independiente:

Mutaciones en el gen SHH.

Variable cualitativa, nominal.

VII. TIPO DE INVESTIGACION.
Disefio: Observacional

Serie de Casos
Caracteristicas del estudio: Descriptivo

Transversal

El universo esta formado por todos los pacientes referidos con holoprosencefalia y
asociacion VATER-VACTER.
Método de Muestreo: No Probabilistica, de casos consecutivos sujeto a la

temporalidad del estudio.
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VIII. MATERIAL Y METODOS.

Para el estudio se invitd a participar a los Departamentos de Genética del
Instituto Nacional de Pediatria (INP), Hospital General de México (HGM) y Hospital
Infantil de México (HIM). Fueron estudiados 17 pacientes con el diagndstico clinico
de holoprosencefalia. Dieciseis casos fueron esporédicos y uno familiar.

Se incluyeron once pacientes quienes presentaron los criterios diagnosticos
para asociacion VATER- VACTER. Todos los pacientes tuvieron cariotipo normal.

Posterior a la firma del consentimiento informado y al llenado de la hoja de
recoleccion de datos, se procedié a obtener 3 ml de sangre periférica de cada paciente

en un tubo con EDTA.

Extraccion de DNA:

Se realiz6 utilizando el kit de extraccion de DNA Gendémico GFX (GE
HealthCare, Biosciences). Se transfirieron 300 ul de sangre completa a 900ul de
solucion de lisis de globulos rojos a un tubo eppendorf de 1.5ml. Se mezclé varias
veces por inversion, se incubd durante 5 minutos a temperatura ambiente y se
centrifugd a 16000 rpm durante 20 segundos. El sobrenadante fue removido y el boton
de globulos blancos fue resuspendido en el volumen residual. Se agregaron 500ul de
solucién de extraccion y se volvié a mezclar. Se incubd durante 5 minutos a
temperatura ambiente. La mezcla completa fue transferida a una columna GFX y se
centrifugd a 8,000 rpm en una microcentrifuga durante 1 minuto. Se vacié el tubo

colector y se agregaron 500l de solucidn de extraccion a la columna, centrifugdndose
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a 8000 rpm por 1 minuto. Se repitié el procedimiento anterior pero se centrifugé a
16000 rpm durante 3 minutos y se transfirié la columna a un tubo eppendorf de 1.5ml,
se agregaron 200ul de buffer de elucién directo a la columna, se incubd la muestra a
temperatura ambiente durante 1 minuto y se centrifugd a 8000 rpm durante 1 minuto
para recuperar el DNA. La cuantificacion de DNA se realizd por espectrofotometria

utilizando el factor de conversién de 50 y un factor de dilucién de 100.

Reaccion en cadena de la polimerasa:

El anélisis mutacional de la region codificante de SHH se realiz6 amplificando
los tres exones por la técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

Los oligonucledtidos utilizados fueron disefiados a partir de la secuencia del

gen SHH establecida en www.ensemble.org. Para la amplificacion del exon 1 de

451 pares de bases, se disefiaron dos primers: el primero en sentido forward a 180
pares de bases corriente arriba del primer exon y el segundo en sentido reverse 33
pares de bases corriente abajo. Para el segundo exdén de 262 pares de bases, se
disefiaron dos primers: el primero en sentido forward 42 pares de bases corriente arriba
del exdn 2 y el segundo 191 pares de bases corriente abajo en sentido reverse. Para el
exon 3 de 863 pares de bases fue necesario disefiar tres primers: el primero en sentido
forward 58 pares de bases corriente arriba del ex6n 3, un primer interno de sentido
forward localizado a 302 pares de bases y un tercer primer de sentido reverse 67 pares

de bases corriente abajo del exon 3.
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La secuencia de pares de bases utilizada para la amplificacion de los 3 exones fue la

siguiente:

EXON 1: Forward: TCTCCAGGCTTGCTACCATTT
Reverse: GGACCTTTCGGTGTGTAAG

EXON 2: Forward: AGGCTAACGTGTCCGTCGGT
Reverse: GGAGTTTCCATCCCCACTAAA

EXON 3: Forward: CTCCCTCTCGGAACTCAATG
Forward: TCGGGCTCGGGGCCGCCTT
Reverse: TGAGTCAGACCAAGCACGCGGAA

Las condiciones de la PCR utilizadas para la amplificacion de los exones 1y 2
fueron las siguientes: 5 ul de DNA, 6.9ul de agua bidestilada, 12.5ul de solucion
HotStartTaq Master Mix (Qiagen), 0.3 ul de cada primer para un volumen final de
25ul, la concentracion del primer deseada fue de 100uM.

Para la amplificacion del exén 3 se utiliz6: 5 ul de DNA, 5.4ul de agua
bidestilada, 10ul de solucién HotStartTag Master Mix (Qiagen), 0.3ul de cada primer
y 4ul de solucion Q (Qiagen) ya que este exon tiene un alto contenido de bases G-C,

para un volumen final de 25ul.
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Las condiciones de las PCR se muestran en la Tabla 3.

TABLA 3
Ciclos Minutos Temperatura
1 15 95°C
EXON 40 13 95°C
1 SHH 13 54.6°C
1.3 72°C
1 10 72°C
EXON 1 15 95°C
1.3 58.7°C
1.3 72°C
1 10 72°C
1 15 95°C
EXON 40 1 95°C
3 SHH 50 seg 58.7°C
1 72°C
1 10 72°C

Los productos de la reaccion de PCR se sometieron a electroforesis en
gel de agarosa de bajo punto de fusion al 1.5% tefiidos con bromuro de etidio y
visualizados en un transiluminador de luz ultravioleta. Para el exon 1 se esperaba la
amplificacion de aproximadamente 664 pares de bases, para el exdn 2 de 495 pares de
bases y para el 3 de 988 pares de bases.
Una vez identificadas las bandas se escindieron del gel utilizando navajas esteériles.
La purificaciéon de la banda de PCR de los productos amplificados se realizo

por medio del kit GFX PCR DNA and Gel Band Puriftn (GEHealthcare, Biosciences).
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Secuenciacion:

La secuenciacion automatizada directa fue realizada con el kit de
Secuenciacion BigDye Terminator Cycle (Applied Biosystems, Foster City, CA) con
las siguientes condiciones: 1ul de agua estéril, 6ul de producto de PCR purificado, 1ul
de Buffer BigDye, 1.5ul de BigDye Reaction Mix y 0.5ul de oligonucleotido (Forward
0 Reverse segun fué el caso). El programa utilizado en el termociclador fue 25 x 30seg
- 95°C, 1 x 15 seg - 50°C y 1 x 4 min - 60°C. EIl producto de Big Dye se mezcl6 con
10ul de agua estéril y se coloco en una columna de Sephadex, se centrifugd a 2200
rpm por 2 minutos y se liofilizé por 20 minutos en un tubo eppendorf de 600ul. Se
procedid a reconstituir con 20ul de formamida, se desnaturaliz por 5 minutos a 95°C
y se dio choque térmico con hielo durante 2 minutos.

El analisis de cada muestra se realizd en un secuenciador ABI Prism 310
(Applied Biosystems) y las secuencias fueron comparadas manualmente con la

secuencia wild type del gen SHH (Gen Bank NM0001193).
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IX. RESULTADOS

Durante el periodo del estudio, se realizé la secuenciacién del gen SHH a 17 pacientes con
el diagnostico de holoprosencefalia aislada. Se recibieron 7 muestras de pacientes con esta
enfermedad del INP y las 10 muestras restantes fueron de pacientes del Instituto Nacional de
Perinatologia (INPer).

Once pacientes con 3 0 mas criterios de Asociacion VATER-VACTER fueron estudiados,
de los cuales, 2 muestras fueron enviadas del INP, 2 pacientes fueron enviados del HIM y los 7
pacientes restantes nacieron en el INPer.

Todos los pacientes tuvieron un cariotipo normal.

Se obtuvieron los antecedentes familiares y perinatales de los pacientes nacidos en el
INPer.

De los 10 pacientes con HPE valorados en el INPer, en 9 se realizo el diagnéstico de forma
perinatal, en 5 por ultrasonido prenatal y en 4 al nacimiento.

Un paciente fue valorado en la consulta de Genética de la Reproduccion en el Instituto
Nacional de Perinatologia (INPer), por los siguientes antecedentes: paciente masculino, 37 afios
postoperado de labio y paladar hendido central, con hipoplasia mediofacial y ausencia de incisivo
central (Figuras 26 y 27). Pareja de sexo femenino, de 27 afios Gesta:3 Aborto:2 Cesarea:1, sin
hijos vivos, aparentemente sana. Historia familiar de dos abortos no estudiados e hija previa con
muerte neonatal temprana no valorada en el INPer con reporte clinico de holoprosencefalia de tipo
no especificado con microftlamia, labio paladar hendido central y narina Unica. No se realizd
estudio de necropsia.

Ocho de los 9 pacientes con diagndstico perinatal fueron del sexo femenino y uno de sexo
masculino, 6 pacientes fueron producto de la primera gestacion y dos madres tenian hijos sanos
previos. La media de edad materna fue de 23.6afios con rango de 18 a 31 afios y la media de edad

paterna de 24.3 afios con rango de 16 a 37 afios. Las madres de 5 pacientes eran originarias del DF,
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3 del Estado de México y una de Puebla. En 6 pacientes se resolvié el embarazo por via
abdominal. Se obtuvieron 4 recién nacidos (RN) de término eutréficos, 4 RN pretérmino eutréficos
y un RN pretérmino hipotréfico. La media de edad gestacional calculada por Capurro promedio
fue de 36.1semanas de gestacion con un rango de 33 a 39.1semanas. Cuatro pacientes tuvieron una

calificacion de Apgar de 8/9, 3 de 4/8 y uno de 1/3.

Las caracteristicas clinicas de los pacientes estudiados con HPE se describen en la Tabla 4.

TABLA 4
NO. TIPO DE ANOMALIAS DEFECTOS PRESENTACION
CASO HPE FACIALES ASOCIADOS
1 Alobar Agenesia Atresia Esporéadica
premaxilar, esofagica tipo
nariz plana e Il
hipotelorismo
2 Alobar Agenesia Ninguno Esporéadica
premaxilar,
nariz plana e
hipotelorismo
3 Alobar Hipotelorismo Ninguno Esporéadica
4 Semilobar Ninguna Hidrocefalia, Esporéadica
arteria
umbilical
unica
5 Alobar Hipotelorismo, Atresia Esporéadica
paladar pulmonar,
hendido Clv
6 Lobar Ninguna Espectro Esporéadica
facio-
auriculo-
vertebral
7 Alobar Cebocefalia Ninguno Esporadica
8 Alobar Hipotelorismo, Ninguno Esporéadica
paladar
hendido
9 Alobar Agenesia Atresia Esporadica
premaxilar, esofagica tipo
nariz plana e Il
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hipotelorismo

10

Semilobar

Ninguna

Hidrocefalia

Esporadica

11

Semilobar

Agenesia de
premaxila

nariz plana e
hipotelorismo

Hidrocefalia

Esporadica

12

Alobar

Etmocefalia

Ninguno

Esporadica

13

Semilobar

Ninguna

Ninguno

Esporadica

14

Semilobar

Hipotelorismo

Ninguno

Esporadica

15

Lobar

Hipotelorismo,
hipoplasia
nasal

Ninguno

Esporadica

16

Alobar

Agenesia  de
premaxila,

nariz plana e
hipotelorismo

Ninguno

Esporéadica

17

TAC
normal

Labio hendido
medial,
ausencia  de
incisivos
centrales,
hipotelorismo

Ninguno

Familiar

esofagica y los dos pacientes con alteraciones faciales. Los pacientes restantes fueron referidos a

Cuatro pacientes presentaron muerte neonatal temprana, 2 casos con HPE y atresia

un hospital pediatrico para su seguimiento.
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FIGURA 26

Paciente con antecedente de labio hendido central, ausencia de incisivo central y paladar
hendido.
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FIGURA 27

Perfil del paciente en el que se observa hipoplasia medio facial

Se solicitd Tomografia Axial Computarizada de craneo al paciente la cual fue valorada por
el Departamento de Neurologia y reportada como normal. Se solicitd cariotipo a ambos padres los
cuales fueron reportados como normales. Se invito al paciente (caso no.17) a participar en el

estudio para el analisis molecular de SHH.

En 7 pacientes se realizo el diagnostico de Asociacion VATER-VACTER en el INPer. En
5 casos las madres tuvieron control prenatal, 4 pacientes fueron del sexo masculino y 3 femeninos.
Tres pacientes fueron producto de la primera gesta, dos de la segunda y dos de la cuarta, en un
caso existia el antecedente de pérdida gestacional recurrente y 3 madres tenian hijos sanos. La
media de edad materna fue de 25.7 afios con un rango de 21 a 37 afos, y la media de edad paterna
de 20.3afios con un rango de 19 a 36 afios. Seis madres eran originarias del DF y 1 de Guerrero. En

7 casos el embarazo se resolvid por via abdominal con una media de edad gestacional de
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37.1semanas con un rango de 36 a 39.2 semanas. Tres pacientes fueron RN pretérmino, dos RN

eutroficos y 2 RN hipotréficos a término.

se muestran en la Tabla 5.

Las caracteristicas clinicas de los pacientes estudiados con Asociacion VATER- VACTER

TABLA 5
NO. ANOMALIA ANO CARDIO- FTE ANOMALIA
CASO VERTEBRAL IMPER- PATIA RENAL
FORADO

1 Hemivértebra Si No Atresia Agenesia

toréacica esofagica Il renal izquierda
2 Fusion No PCA Atresia Hipoplasia

vertebral T4 esofagica Il renal izquierda
3 Hemivértebra No No Si No

torécica
4 Hemivértebra No PCA No Hipoplasia

C7 renal izquierda
5 Agenesia de Si PCA No No

sacro
6 Hemivértebra Si Tetralogia No No

torécica de Fallot
7 Hemivértebra Si Clv No Agenesia

lumbar subadrtica renal derecha
8 No No PCA Si Agenesia

renal izquierda

9 Hemivértebra No Clv Atresia No

toracica muscular esofagica Il
10 Hemivértebra Si Clv No No

lumbar apical
11 Hemivértebra No No No Displasia

lumbar

renal derecha

FTE: Fistula traqueo-esofagica. CIV: Comunicacién interventricular. PCA: Persistencia conducto arterioso
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IX.A. RESULTADOS DEL ESTUDIO MOLECULAR DEL GEN SHH
Un paciente con diagnéstico de HPE y otro con Asociacion VATER fueron eliminados del
estudio debido a la baja concentracion de DNA y a la imposibilidad de tomar nueva muestra.
En las figuras 28, 29 y 30 se muestran las bandas de amplificacion en los geles de agarosa

de los 3 exones del gen SHH, con su respectivo peso molecular.

FIGURA 28

Amplificacion por PCR del exdn 1 del gen SHH en gel de agarosa de bajo punto de fusion
al 1.5%

Carriles 1 2 3 4 5 6 7 8

600pb

MPM

Muestras de pacientes 15 16 17 18 19 20 21

En el carril 1 se muestra el marcador de peso molecular, en los carriles 2 a 8 se demuestra
la amplificacion de un segmento de 664pb de los pacientes identificados con los nimeros
15a 21.
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FIGURA 29
Amplificacion por PCR del exdn 2 del gen SHH en gel de agarosa de bajo punto de fusion

al 1.5%

Carriles 1 2 3 4 5 6 7

500pb

MPM 15 16 17 18 19 20 21

En el carril 1 se muestra el marcador de peso molecular, en los carriles 1 a 7 se demuestra

la amplificacion de un segmento de 495 pb de los pacientes identificados con los numeros

15a21.
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FIGURA 30
Amplificacion por PCR del exdn 3 del gen SHH en gel de agarosa de bajo punto de fusion
al 1.5%

MPM 15 16 17 18 19 20 21

500pb

En el carril 1 se muestra el marcador de peso molecular, en los carriles 2 a 8 se demuestra
la amplificacion de un segmento de 900 pb de los pacientes identificados con los nimeros
15a 21.

La secuenciacion de los tres exones del gen SHH no demostré mutacion en ninguno de los
15 casos esporadicos con HPE.
La secuenciacion del gen SHH en los 10 casos con diagnostico de Asociacion VATER-

VACTER no demostré mutaciones en ninguno de los pacientes.

En el paciente 17, con antecedentes familiares y caracteristicas faciales de HPE se
demostré una mutacion sin sentido en el codén 127 del exén 2 del gen SHH. Se observo un cambio
del codén TGG (que codifica para triptofano) por el TGA que es un codén de terminacién (Figura

31). La mutacion es referida como W127X y no ha sido reportada con anterioridad en pacientes
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con HPE. El transcrito del gen SHH tiene una longitud de 1575 pares de bases y estd conformado
por 450 codones. La mutacion encontrada en el paciente esta presente en uno de los alelos y esta
localizada en el coddn 127. Este codon se encuentra dentro de los codones 24 a 184 que codifican
para la region de sefializacion de la proteina, por lo que la mutacién ocasiona una forma truncada

de la parte funcional de la proteina (Figura 32).

FIGURA 31

Electroferograma que demuestra la secuencia normal del gen SHH.

L TGACCGAGGLGL T GGGACGAAGATGLCCACCA
LT i 108

AACT GCEEGFGACCGA.GGEC 1 'GA-GA'E GA AGATG GEEAIE CACE

NI

TGG —> TGA

Mutacion heterocigota sin sentido en el codon 127 del exon 2 del gen SHH.
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Figura 32. Ejemplificacion de la mutacion W127X en la region de sefializacion de la

proteina.
aling domain Autoprocessing domain
- P i
L 167 Ab l 1229 Ab

1 5F 24 SHH-% 197 SITE=AC A2
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X. DISCUSION

Este estudio fue realizado con la finalidad de implementar en el Departamento de Genética
el estudio molecular del gen SHH para pacientes con diagndstico de holoprosencefalia, el cual no
se realizaba en nuestro pais. Se realiz6 difusion del mismo y se recibieron muestras de diferentes
hospitales, con este estudio se pretende iniciar una linea de investigacion para defectos congénitos
muchos de los cuales se detectan prenatalmente en el INPer.

Para la secuenciacion del gen SHH se obtuvo el apoyo del Hospital Conde de la Valenciana
gracias al cual fue posible concluir el presente estudio, ya que nuestra Institucion no cuenta con el
equipo necesario para realizar este tipo de estudios.

En base a este analisis, se solicitara el apoyo para realizar diferentes pruebas moleculares
en las areas de mayor demanda del Departamento de Genética como son: Diagnéstico Prenatal,
Defectos Congénitos y Genética de la Reproduccion y asi, poder ser un centro de referencia para el
estudio integral de las principales patologias genéticas perinatales.

Este estudio permitio descartar la presencia de mutaciones del gen SHH en los pacientes
con HPE sin antecedentes heredo-familiares y otorgar un adecuado asesoramiento al paciente con
la nueva mutacion encontrada. Considero necesario continuar con esta linea de investigacion y
ampliar el estudio en otros genes descritos en HPE.

La secuenciacion del gen SHH realizada en pacientes con asociacion VATER no mostrd
cambios, el objetivo fue realizar un estudio innovador que no se habia llevado a cabo. Por los
estudios realizados en ratones, es importante buscar mutaciones en otros genes implicados en la via

de sefializacion de SHH como lo son los genes GLI2 y GLIi3.
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Los genes Hedgehog (Hh) codifican para moléculas de sefializacion que intervienen en
numerosos procesos durante el desarrollo embrionario y la vida adulta. En vertebrados, tres genes
de la familia Hh han sido caracterizados: Sonic hedgehog (Shh), Indian Hedgehog (Ihh) y Desert
Hedgehog (Dhh).

El gen Sonic Hedgehog codifica para una proteina que pertenece a una familia de
sefializacion producida por la placa precordal y es necesaria para la induccion de estructuras del
cerebro ventral. Las mutaciones en SHH causan una disminucion de la funcién de la proteina y han
sido implicadas en diferentes formas de holoprosencefalia (Belloni et al, 1996; Roessler et al,
1996; Roessler et al, 1997; Ming and Muenke, 1998; Nanni et al, 1999; Odent et al,1999; Wallis
and Muenke, 2000; Marini et al, 2003; Dubourg et al, 2004;Lazaro et al, 2004 ) y microftlamia
con coloboma no sindrémica (Schimmenti et al, 2003). El incremento en la funcion de SHH en el
adulto se ha relacionado con la presencia de diversos tumores como gliomas, meduloblastomas y

carcinomas de células basales (Ruiz et al, 2002).

La holoprosencefalia (HPE) es una malformacion cerebral compleja causada por una falta
de induccion de la linea media en el prosencéfalo entre los 18 y 28 dias de gestacion en el humano.
En nuestro estudio se estudiaron 16 pacientes con HPE de tipo esporadico y un caso familiar.

De los casos con HPE esporadica, nueve pacientes (52.9%) presentaban HPE alobar, cinco
HPE semilobar (29.4%) y dos HPE lobar (11.7%). La literatura refiere que aproximadamente 64%
de los pacientes presentan la forma alobar, 24% semilobar y 12% lobar, lo que concuerda con las
formas observadas (Olsen et al, 1997). Estudios realizados en mamiferos y pajaros mostraron que
la severidad de la HPE correlaciona con la etapa embrionaria en la que se lleva a cabo la

interrupcion de la sefial de Shh (Incardona et al, 1998).
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En nuestro grupo de pacientes, todos los que presentaban HPE alobar tenian caracteristicas
faciales de la enfermedad y las dos formas mas severas (cebocefalia y etmocefalia) se observaron
en pacientes con este tipo de HPE, los cuales presentaron muerte neonatal temprana. Dos de los
cinco pacientes con HPE semilobar y uno de los 2 pacientes con HPE lobar presentaron algunas
caracteristicas faciales. Se ha reportado que existe una relacién inversa entre la severidad del
fenotipo facial y el pronéstico de vida (Olsen et al, 1997).

Cordero et al (2004) realizaron un estudio para conocer si la variabilidad en el fenotipo de
HPE es secundaria a una alteracion en la sefializacion de Shh en diferentes etapas embrioldgicas en
las aves y pudieron confirmar que si el bloqueo en la sefializacion de Shh se produce antes de que
el gen se exprese en la region facial, las alteraciones fenotipicas estan limitadas a ésta. Se ha
postulado que la pérdida de Shh en la cara es compensada por el incremento en la funcion del gen
Faf, el cual se expresa en la linea media y forma las estructuras ventrales (Comoul et al, 2003) y
que la disrupcion de la zona ectodérmica frontonasal altera la proliferacion y/o diferenciacion
celular en las condensaciones osteogénicas y condrogénicas del primordio frontonasal. Esta
anomalia causa una disminucion y una posicién aberrante de los elementos esqueléticos de la cara.

Jellinger (1980) report6d que 70% de los pacientes con HPE presentaban otros defectos no
faciales asociados. En su estudio, siete pacientes presentaron defectos mayores asociados, dos de
ellos tenian atresia esofagica. Los ratones Shh-/- presentan defectos de separacion entre la traquea
y el es6fago (Pepicelli et al, 1998), sin embargo, dos pacientes de este estudio con esta
malformacion no mostraron mutacién en SHH. El caso 6 del presente estudio, presentd HPE y
espectro facio- auriculo- vertebral que puede ser considerado como un defecto coincidental o
secundario a hiperglicemia materna no detectada durante el embarazo. Esta es un factor de riesgo

para ambas entidades. Tres de nuestros pacientes presentaron hidrocefalia, la cual es considerada
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como una complicacion de la holoprosencefalia y presenta una fuerte correlacion con el grado de
severidad de la HPE y la presencia de quiste dorsal (Plawner et al, 2002).

Dubourg et al (2004) reportaron que las mutaciones en SHH se han encontrado
predominantemente en pacientes con atresia de coanas, hipoplasia cerebelar y anomalias de la
glandula hipofisiaria, sin embargo, la baja frecuencia de estos eventos aislados no permite
determinar una asociacion.

Odent et al (1999) estudiaron 6 pacientes con HPE y anomalias asociadas de tipo
esquelético, renal, intestinal y cardiaco y no encontraron mutaciones en la secuencia del gen SHH.
Lazaro et al (2004) reportaron cuatro pacientes con mutaciones en SHH que presentaban HPE e
hipoplasia cerebelar y 14 casos con anomalias de extremidades y mutacion en SHH. Esto sugiere
gue en humanos, la porcion medial del SNC puede ser particularmente sensible a la dosis del gen
(Odent et al, 1999).

En nuestro estudio, un paciente mostraba Unicamente alteraciones faciales caracterizadas
por labio y paladar hendido central, hipoplasia medio facial y ausencia de incisivo central. Cohen
(2001) sugiere que un paciente con incisivo central Unico debe ser abordado como: 1- un
componente integral de HPE severa, 2- una anomalia que puede ocurrir aislada y en otras
condiciones sin relacion con HPE, 3- la Gnica manifestacion de algunos miembros de una familia
afectada con herencia autosomico dominante con expresion variable y penetrancia incompleta y 4-
como un rasgo dominante con mutacion en SHH.

En este paciente, el antecedente de una hija, que no pudo ser estudiada, con una forma
severa de HPE, sugiere un patron de herencia autosémico dominante. Veintisiete familias con HPE
con patron de herencia autosomico dominante y expresion variable han sido descritas (Roessler et
al, 1996; Nanni et al, 1999; Odent et al, 1999, Marini et al, 2003). Nanni et al (1999) realizaron el

estudio mutacional en 78 familias con HPE y encontraron en 9 de ellas mutaciones en SHH. En
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cuatro familias se observé que el progenitor no afectado clinicamente presentaba la mutacion, por
lo que se ha estimado que 30% de los portadores obligados de HPE son clinicamente normales
(Cohen, 1989). Ademas, en dos familias se observd HPE en dos hermanos, sin embargo, ninguno
de los padres tenia la mutacién lo cual sugiere un mosaicismo germinal. Estos autores comentan
que si se utilizan criterios mas amplios en las familias con transmisién autosémica dominante,
incluyendo caracteristicas como microcefalia, hipotelorismo y retraso mental, la frecuencia de
mutaciones en SHH es de 24% y cuando la inclusion se limita a anomalias estructurales como
agenesia de cuerpo calloso, labio y paladar hendido e incisivo central Unico, la frecuencia es de
37%. Marini et al (2003) reportaron una familia en la cual la madre presentaba incisivo central
unico con antecedente de tres hijos con HPE alobar.

En nuestro estudio, el anélisis mutacional del gen SHH se realizd en 16 pacientes con HPE.
La secuencia fue normal en los 15 casos esporadicos y en el padre del caso familiar se demostrd
una mutacion sin sentido en el exén 2 del gen. Esta mutacion no ha sido descrita con anterioridad
y corresponde a un cambio de triptofano por un codén de terminacion en el residuo 127 de la
proteina (W127X). El paciente tiene el antecedente de una hija fallecida con una forma severa de
HPE y cebocefalia.

Las mutaciones en el gen SHH son la causa monogénica mas frecuente identificada en HPE
en el humano (Nanni et al, 1999), 17% en los casos familiares y 3.7% en los esporadicos. Wallis y
Muenke (2000) reportaron que 37% de los casos familiares con herencia autosémica- dominante
presentaba mutaciones en SHH. Sin embargo, las mutaciones en los 9 genes implicados explican
solo 12.2% de los casos de HPE, por lo que la mayoria de éstos son secundarios a otras causas
tales como alteraciones cromosomicas, enfermedades monogénicas o factores ambientales ain no

determinados.
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Las mutaciones reportadas en el humano en SHH se encuentran distribuidas a lo largo de
sus tres exones y pueden afectar cualquiera de las tres regiones del gen SHH. Estudios genéticos
han asociado a la HPE no sindrémica con el gen SHH habiéndose observado aproximadamente 40
mutaciones de sentido equivocado, una insercion, siete deleciones y nueve mutaciones sin sentido
(Traiffort et al, 2004).

La via de sefializacion de SHH controla la identidad y el destino neuronal de los diferentes
tipos celulares encontrados en la porcion ventral del tubo neural, por lo que la pérdida de la
induccion ventral o el incremento en la induccién dorsal pueden causar HPE. El estudio de dos
mutaciones sin sentido demostré una alteracion en la actividad de segmentacion ventral de Shh
(Schell-Apacik et al, 2003).

La mayoria de las mutaciones de Shh identificadas en Drosophila son deleciones. Las
mutaciones puntuales han sido agrupadas en dos clases: clase I, en el dominio N-terminal y clase |1
en el dominio C-terminal (Nsslein-Volhard et al, 1985).

La mutacion encontrada en un paciente del presente estudio esta localizada en el exén 2,
que codifica para la region de sefializacion de la proteina. Traiffort et al (2004) realizaron la
caracterizacion funcional de 11 mutaciones de sentido equivocado y concluyeron que existen dos
clases de mutaciones, las primeras afectan la estabilidad de la proteina precursora o la de SHH-N y
la segunda clase afecta la reaccion de autoprocesamiento, alterando la unién o transferencia del
colesterol. Posteriormente, Maity et al (2005) estudiaron el efecto funcional de siete mutaciones
sin sentido y concluyeron que la mayoria de éstas ocasionan defectos en la produccién de la sefial

en el extremo SHH-N, desestabilizando la proteina o alterando su procesamiento.

La mutacién encontrada en nuestro estudio se presenta en un paciente con caracteristicas

faciales de HPE mientras que su hija presentd un fenotipo mas severo de la enfermedad, lo que
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muestra una expresion variable con mayor severidad en la descendencia. El estudio de Marini et al
(2003) sefiala un caso familiar en donde la madre tenia un incisivo central y tres hijos con HPE
alobar, el andlisis mutacional demostré una mutacion sin sentido en el codén 128 del exon 2, que
presenta un cambio de TGG por TAG en la madre y en los tres hijos estudiados. Estos datos
sugieren que mutaciones sin sentido de los residuos 127 y 128 de SHH se asocian a una importante
variabilidad clinica intrafamiliar.

En la Tabla 6 se muestran las mutaciones sin sentido descritas en la literatura en el gen

SHH en pacientes con HPE.

TABLA 6

Mutaciones sin sentido en el gen SHH en pacientes con HPE

Mutacion Cambio de Exo6n Tipo de HPE |Referencia
aminoacido
G384A W127X 2 Expresion Estudio
minima Actual

CT72A C24X 1 Alobar Dubourg,
2004

C298T Q100X 1 No definido Roessler,
1996

A307T K105X 2 No definido Roessler,
1996

C475G Y158X 2 Atipico Odent, 1999

G383A W128X 2 Alobar Marini, 2003

G388T E130X 2 Semilobar Dubourg,
2004

C625T Q209X 3 Semilobar Nanni, 1999

G766T E256X 3 Lobar Nanni, 1999

G850T E284X 3 No definido Nanni, 1999

Las observaciones clinicas indican que la HPE es un trastorno multigénico mas que una
enfermedad monogénica y que la variabilidad en el fenotipo puede ser secundaria a la presencia de

polimorfismos génicos, mutaciones no alélicas adicionales o influencias ambientales (Ming y
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Muenke, 2002). Basandose en las mutaciones observadas en los pacientes con HPE, Roessler et al
(1996) especularon respecto al posible efecto de las mutaciones. En primer lugar, la asociacién con
deleciones cromosémicas que incluyen a SHH es consistente con pérdida de funcién, por lo que se
ha pensado que las mutaciones de SHH en humanos se presentan de forma heterocigota y que la
haploinsuficiencia es suficiente para distorsionar la neurogénesis ventral.

El ratén con mutacién homocigota en Shh presenta caracteristicas de HPE y ciclopia y
muere durante el desarrollo embrionario, mientras que el ratén heterocigoto es normal (Chiang et
al, 1996). Esto puede reflejar que los humanos con mutacion homocigota de SHH no sobreviven
por lo que se ha postulado que en pacientes heterocigotos es necesaria la presencia de alguna otra

alteracion de tipo genético o ambiental para presentar HPE (Ming y Muenke, 2002).

El fenotipo de HPE es muy variable alin dentro de la misma familia y presenta un espectro
continuo de manifestaciones severas con anomalias cerebrales y faciales hasta individuos
clinicamente normales (Cohen, 1989). Dada la variabilidad familiar se ha sugerido que otros genes
que intervienen en la misma via de desarrollo, actiian como modificadores en la expresion clinica
de HPE. Nanni et al (1999) reportaron que tres pacientes estudiados con mutaciones en SHH
también presentaban mutaciones en otros genes, el primer paciente presenté mutaciones en SHH y
en TGIF, el segundo mutacién en SHH y delecion en el cromosoma 18p y el tercero mutacion en
SHHy ZIC2.

Recientemente, se ha descrito que varias enfermedades en el humano presentan herencia
digénica la cual se define como la presencia simultanea de mutaciones en dos genes no ligados
entre si y presentes en el mismo individuo. La combinacion de estas dos alteraciones ocasiona el
fenotipo anormal, el cual no se observa al tener sélo una de las mutaciones (Kajiwara et al, 1994).

Para ciertas enfermedades, la herencia digénica puede ser la causante de la enfermedad, mientras
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que para otras, puede afectar la severidad de la misma (Mykytyn et al, 2003). Los modelos
animales de HPE confirman esta hipdtesis, ya que los ratones Shh-/- presentan caracteristicas de
HPE o mueren durante el desarrollo embrionario (Chiang et al, 1996). Otros modelos de animales
heterocigotos para mutaciones en genes de la via de sefializacion Shh o Tgf# muestran que
unicamente los “mutantes dobles” tienen el fenotipo de HPE, lo que sugiere una herencia digénica
en modelos de raton (Song et al, 1999).

La hipotesis de los “multiples hits” predice que para algunas condiciones, especificamente
las que se originan durante las etapas tempranas de la embriogénesis, las alteraciones en los genes
modificadores o las interacciones con el medio ambiente son necesarias para la expresién completa
de la enfermedad (Ming y Muenke, 2002). Estos datos apoyan la idea de que se requiere la
interaccion de muchos factores para el desarrollo del cerebro anterior y que debe existir un balance
entre los factores involucrados.

La posibilidad de que un gen modificador ligado al cromosoma X participe en esta
patologia habia sido propuesta basandose en los reportes familiares previos con mutacion
en SHH, donde se observaba que las mutaciones eran heredadas por rama materna en
77.7% de los casos, y que la mayoria de los afectados eran varones (Roessler et al, 1996;

Nanni et al, 1999; Odent et al, 1999, Marini et al, 2003).

Suthers et al (1999) describen un sesgo en la proporcion de sexos en los padres que
transmiten las mutaciones de SHH, con mayor nimero de madres que padres transmitiendo
la mutacion (p=0.002), ya que de 9 familias estudiadas con mutaciones en SHH, 14 de 16
padres que transmitieron la mutacién fueron mujeres. Estos autores consideran la
posibilidad de que los varones con la mutacion tienen un mayor riesgo de malformaciones

fuera del sistema nervioso central, lo que puede disminuir su capacidad reproductiva.
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En este estudio se presenta una transmision vertical de padre a hija, la cual mostré una
mayor severidad de la enfermedad. Este es el segundo caso familiar con transmision paterna, este
paciente Unicamente presenta anomalias faciales.

En base al anélisis de las formas autosémico dominante de HPE, se ha estimado que de los
portadores del gen anormal, 37% presentard HPE y 27% tendrd una microforma de la misma. Es
interesante sefialar que 36% de los portadores obligados no presenta anomalia clinica y tienen
inteligencia normal (Cohen, 1989) por lo que no ha sido posible establecer una correlacién
genotipo- fenotipo en base al tipo y posicion de la mutacién en SHH.

En el estudio actual, no fue posible determinar si la hija del paciente con HPE presentaba
alguna otra mutacion que explicara la severidad del fenotipo. Debido a la variabilidad en la
expresion clinica y a la heterogeneidad de la enfermedad se ha determinado que el riesgo de
recurrencia es de 13% en los casos esporadicos (Odent, 1998). Para un portador obligado de la
enfermedad el riesgo de HPE severa es de 16 a 21%, para un HPE lobar o microforma es de 13 a

14% y el riesgo total para algun efecto clinico es de 29 a 35% (Cohen, 1989).

La relacion de Shh con otros genes implicados en HPE ha sido estudiada por diferentes
autores. Kobayashi et al (2002) reportaron que en ratones, Six3 se expresa también en el cerebro
anterior por lo que puede modular el efecto de Shh. Nagai et al (1997) reportaron que en ratones
Zic2 se expresa principalmente en la porcion dorsal del tubo neural y que esta proteina se une a las
mismas secuencias blanco de Shh. Tgif codifica para un factor de transcripcién que inhibe
competitivamente la union del receptor de acido retinoico al promotor de respuesta del retinoide.
Se sabe que las dosis altas de acido retinoico disminuyen la expresion de Shh en el pollo por lo que

la disminucion de Tgif puede causar una disminucion en la expresion de Shh (Helms et al, 1997).
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Chen et al (2006) realizaron un estudio en ratones en donde demuestran que la
holoprosencefalia puede ser causada por deficiencia de Cdc42 la cual es una GTPasa de la familia
Rho la cual funciona en el establecimiento de la polaridad apical-basal del neuroepitelio en

mamiferos, demostrando que otros genes independientes de Shh intervienen en esta patologia.

En el estudio actual Unicamente se demostré una mutacion en el gen SHH en un caso
familiar, el estudio mutacional en los casos esporadicos no es realizado como estudio de rutina, sin
embargo el estudio del gen SHH en los casos familiares estd indicado para poder otorgar un
adecuado asesoramiento genético a la familia (Firth y Hurst, 2005).

El estudio de los genes SHH, HPE6, PTCH1, SIX3, TGIF, TMEM y ZIC2 se encuentra
disponible en diferentes laboratorios en el extranjero. La realizacion del estudio molecular en
pacientes con cariotipo normal y sin exposicion a teratdgenos permite otorgar un adecuado

asesoramiento genético y conocer la etiologia de la enfermedad.

Asociaciéon VATER- VACTER

La Asociacion VATER-VACTER representa la ocurrencia de anomalias congénitas que
afectan el desarrollo vertebral, anal, cardiaco, traqueo-esofagico, renal y de las extremidades.
Afecta aproximadamente 1 de cada 5000 nacidos vivos y se piensa que es de etiologia
multifactorial con una significativa influencia ambiental. El reporte inicial postula un defecto
comun en el mesodermo primitivo (Quan y Smith, 1973).

Los estudios realizados en pacientes con esta asociacion incluyen tres o mas de los seis
defectos descritos, sin embargo, se sugiere que la presencia de unicamente dos defectos puede

hacer sospechar el diagndstico (Khuory et al, 1983).
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Este estudio incluyé a 11 pacientes con tres 0 mas defectos de esta entidad y demostré que
10 pacientes presentaban alteraciones vertebrales, 8 anomalias cardiacas, 6 renales, 6 radiales, 5
casos ano imperforado y 4 con fistula- traqueoesofagica. En la Tabla 7 se comparan los diferentes
estudios realizados en una serie de casos con asociacion VATER. En este estudio no fue posible
establecer una relacion entre las anomalias presentadas debido probablemente al pequefio nimero

de pacientes estudiados.

TABLA7

Frecuencia de defectos en pacientes con Asociacion VATER

Khoury, 1983 Weaver, 1986 Botto, 1997 Estudio Actual

No de casos 50 46 286 11

Vertebral 36% 58.7% 66.4% 90.9%
Ano imperforado | 40% 56.5% 82.5% 45.4%
Cardiaco 80% 78.3% 47.6% 72.7%
Traguea-esofago | 24% 67.4% 58.7% 36.3%
Renal 82% 60.9% 80.8% 54.5%
Radial 68% 15.2% 35% 54.5%
Otro 20% 43.5% 50% 27.2%

Se ha propuesto la expansién del término VATER a VATERH/L lo cual incluye la
presencia de hidrocefalia y alteraciones en las extremidades, sin embargo no se conoce la relacién
gue puedan tener estos defectos agregados.

La mayoria de los casos con asociacion VATER- VACTER se han presentado de forma
esporadica con un bajo riesgo de recurrencia, aunque para VATERH se han reportado mutaciones
en el gen BRCA2 con patron de herencia autosomico recesiva (Alter et al., 2007). Los pacientes

del estudio actual no tenian antecedentes familiares de la enfermedad.
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El dnico modelo animal publicado para VACTERL es en ratas embarazadas a las cuales se
les inyect6 adriamicina durante un periodo critico del desarrollo. Este tratamiento causé varias
anomalias observadas en esta asociacion como son: FTE, atresia esofigica y malformaciones
esqueléticas observadas en vértebras, costillas y huesos largos. La principal limitante de este
modelo es la ausencia de un factor etioldgico molecular para el estudio de la enfermedad (Arsic y
Beasly, 2002).

El andlisis fenotipico de los ratones con mutaciones en Shh y Gli demuestra que la via de
sefializacion de Shh estd involucrada en el desarrollo de diferentes 6rganos y sistemas. En relacion
con la asociacion VATER se ha postulado que SHH es secretado por la notocorda y las células de
la placa basal, las cuales llevan a cabo la segmentacion de las somitas que dan origen a la columna
vertebral, masculo y piel.

Los ratones Shh-/- y Gli2-/-; Gli3-/- presentan una disrupcion severa de la columna
vertebral (Mo et al, 1997). En la extremidad en desarrollo, Shh se expresa en la region posterior,
denominada zona de actividad polarizante, que lleva a cabo la segmentacion a lo largo del eje
anteroposterior de la misma (Buscher y Ruther, 1998).

Ademas, Shh se expresa en el endodermo del intestino anterior y posterior y estudios mutacionales
indican que diferentes elementos de la via de Shh participan en el desarrollo del intestino (Kimmel
et al, 2000; Ramalho- Santos et al, 2000).

Los ratones Shh-/-; Gli2-/- y Gli3-/- presentan cloaca persistente y ano imperforado (Kimmel et al,
2000). Ademas, los ratones Shh-/- presentan hipoplasia pulmonar severa y diferentes anomalias en
la traquea y esdfago lo que indica que Shh es una sefial esencial en el endodermo para el desarrollo
de estos derivados (Litingtung, 1998). En casos menos severos, los ratones Shh-/- desarrollan FTE

(Motoyama et al, 1998). La funcion de Shh en el desarrollo del corazén y rifion estd menos
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definida. Meyers et al (1999) reportaron que este gen interviene en la especificacion de la
asimetria corporal derecho-izquierda del embridn.

En base al estudio en ratones, Kim et al (2001) sugirieron que la mayoria de los defectos
observados en la Asociacién VACTERL pueden ser explicados por alteraciones en la sefializacion
de SHH. Los autores propusieron que debido a que el periodo de sefializacion es variable en los
diferentes drganos, la alteracion en esta via durante la embriogénesis temprana puede causar la
disrupcion de una parte de los procesos dependientes de SHH. Finalmente, estos autores proponen
que los ratones con mutaciones en Shh y Gli representan el mejor modelo para estudiar la

patogénesis de la Asociacion VATER.

Este es el primer estudio en donde se realiza el anélisis molecular de la secuencia del gen
SHH en pacientes con diagnostico de asociacion VATER/VACTER. En 10 pacientes con esta
asociacion no se observaron cambios en la secuencia del gen SHH, sin embargo, este dato no
excluye la posibilidad de que alteraciones en otros genes de la via de sefializacion de SHH causen
la Asociacion VATER- VACTER. Debido a la etiologia heterogénea de esta enfermedad es
necesario realizar el estudio en un mayor nimero de pacientes.

Existe la posibilidad de que mutaciones en GLI2 o en otros genes de la via de sefializacion
de SHH causen asociacion VATER- VACTER, por ejemplo, el sindrome de Pallister-Hall es una
enfermedad autosdmica dominante que presenta polidactilia central o postaxial, sindactilia, ano
imperforado y otras anomalias faciales (Kang et al, 1997). En algunos pacientes se ha observado
fistula traqueo-esofagica y anomalias pulmonares (Ondrey et al, 2000). Este sindrome se ha
asociado con mutaciones en GLI3, el cual es uno de los genes blanco de SHH.

Diferentes estudios han reportado otras etiologias en relacion con esta enfermedad. Carter

et al (2006) reportaron un caso con el antecedente de madre con exposicion a antagonistas del
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factor de necrosis tumoral y Thauvin y Robinet (2006) reportaron dos casos con deficiencia del
complejo 1V de la cadena respiratoria. Estos estudios apoyan la hip6tesis de que la Asociacion
VATER es causada por diferentes factores genéticos y ambientales los cuales estan actualmente
siendo reconocidos.

El diagnostico de asociacion VATER es considerado como un diagndstico de exclusion. Es
importante realizar el diagnostico diferencial con algunos sindromes monogénicos como Townes-
Brocks, Feingold y Baller Gerold, los cuales pueden presentar algunas caracteristicas clinicas
similares. Varios casos han sido reportados con antecedente de diabetes materna (Jones, 2003).

El conocer la etiologia de esta enfermedad permitira clasificarla dentro de los sindromes

genéticos y probablemente conocer los factores ambientales prevenibles de la misma.

En este estudio se realizé el analisis mutacional del gen SHH en pacientes con diferentes
tipos de holoprosencefalia no sindromica y en pacientes con 3 0 mas anomalias de la asociacion
VATER-VACTERL con cariotipo normal. La relacion entre la HPE y las mutaciones en el gen
SHH esta bien definida en otras poblaciones, este estudio es el primero realizado en pacientes
mexicanos con esta patologia y el hallazgo de una mutacion en un caso familiar confirma la
indicacion de realizar el estudio molecular en los casos familiares con HPE autosémico dominante
ya que es el gen que con mayor frecuencia se encuentra mutado.

Estudios en animales con mutacion en Shh han sugerido que este gen o alguno involucrado
en la misma via de sefializacion causan las anomalias observadas en los pacientes con asociacién
VATER- VACTER cuya etiologia aun no se conoce. El analisis mutacional del gen SHH en estos
pacientes se realizé con el objetivo de encontrar una posible causa de la asociacion. Los 10 casos

analizados mostraron una secuencia normal de SHH. Es importante estudiar a un mayor nimero de
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pacientes e incluir dentro de este estudio otros genes que participan dentro de la misma via de

sefializacion.
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X1. CONCLUSIONES

- En este estudio realizado en 16 pacientes mexicanos con HPE se encontré una mutacion
en un caso familiar la cual no ha sido previamente reportada. EI arbol genealdgico sugiere un
patron de herencia de tipo autosémico dominante. El caso estudiado presenta expresion variable
con mayor severidad en la descendencia. En estos casos se debe realizar el analisis mutacional en
otros genes relacionados con HPE con la finalidad de poder explicar la variabilidad en el fenotipo.

- En este estudio se estudiaron 10 pacientes mexicanos con asociacion VATER- VACTER
y no se demostro la presencia de mutaciones en el gen SHH. Se propone ampliar el tamafio de la
muestra analizada y realizar la busqueda de mutaciones en otros genes involucrados en la via de
sefializacion de SHH en pacientes con Asociacién VATER- VACTER ya que el modelo en ratones
con mutaciones en diferentes genes de esta via muestra los mismos defectos encontrados en esta

asociacion.
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