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Resumen

Introduccidn: El sindrome Apert (SA) es un sindrome que cursa con
craneosinostosis el cual es ocasionado por mutaciones en el gen del
Receptor 2 del Factor de Crecimiento de Fibroblastos (FGFR2). Se
caracteriza clinicamente por presentar sindactilias cutineas y dseas en
manos y pies de forma simétrica, cursa ademds con manifestaciones
variables esqueléticas, cerebrales, en piel y otros 6rganos internos.
Métodos: Miembros de dos familias con caso indice de Sindrome Apert
fueron evaluados con el objetivo de describir las caracteristicas clinicas
relevantes y el andlisis molecular (secuenciacion y amplificacion) de los
exones 8,9y 10 del gen FGFR2.

Resultados: La familia 1 esta constituida por la madre, el caso indice y un
medio hermano que presenta labio y paladar hendido. En esta familia solo
se encontrd la mutacion S252W en la secuencia del exén 8 del gen FGFR2
del caso indice. A pesar no encontrarse mutaciones dentro del estudio
realizado al paciente afectado con labio y paladar hendido, se conoce que
estas patologias comparten vias de sefializacion, lo que permite sospechar
alteraciones en genes compartidos. En la familia 2, el resultado molecular
del caso indice reportd la variante T78.501A en la secuencia del intrén 8, la
cual se sitiia cercana al sitio de splicing, pudiendo alterar este proceso con

una consecuente alteracion de la funcién de la proteina.
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Abstract

Introduction: Apert syndrome (AS) is a craniosynostosis condition
caused by mutations in the Fibroblast Growth Factor Receptor 2
(FGFR2) gene. Clinical features include cutaneous and osseous
symmetric syndactily in hands and feet, with variable presentations
in bones, brain, skin and other internal organs.

Methods: Members of two families with an index case of Apert
Syndrome were assessed to describe relevant clinical features and
molecular analysis (sequencing and amplification) of exons 8, 9 and
10 of FGFR2 gen.

Results: Family 1 consists of the mother, the index case and half
-brother who has a cleft lip and palate. In this family we found a
single FGFR2 mutation, S252W, in the sequence of exon 8. Although
mutations were not found in the study of the patient affected with
cleft lip and palate, it is known that these diseases share signaling
pathways, allowing suspected alterations in shared genes. In the
patient of family 2, we found a sequence variant T78.501A located
near the splicing site, which could interfere in this process, and

consequently with the protein function.
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Introduccion

El Sindrome de Apert (SA) es un desorden autosémico dominante
con prevalencia de 1-9/100,000 nacimientos, es caracterizado
por la sinostosis de suturas craneales y acrocefalia, incluyendo
braquicefalia, hipoplasia medio-facial, y sindactilia de manos y
pies’.

Durante el desarrollo craneofacial en diferentes etapas de la
formacién embrionaria, las vias de sefializacion del factor de
crecimiento de Fibroblastos (FGF), sus receptores (FGFR), y
especificamente el receptor del factor de crecimiento de fibroblastos
tipo 2 (FGFR2), regulan el balance entre la proliferacién y la
diferenciacion de células osteogénicas en la cresta neural. Luego,
en el desarrollo, estas vias se encuentran involucradas ademas en
la formacion del cartilago, de los huesos de la boveda craneal y
del maxilar, asi como en la migracién de las placas que permiten
la formacién del paladar y los labios®. En 1995, Wilkie et al.,
demostraron la presencia de mutaciones en el gen FGFR2 en
pacientes con SA, siendo P253R y S252W las mutaciones mas
frecuentes’.

Elgen FGFR2,localizado en el cromosoma 10, locus 10926, codifica
paraunreceptor transmembranal que posee unaregion extracelular
compuesta de tres dominios similares a las inmunoglobulinas IgI,
IglI e IgIII, con un segmento transmembranal hidrofébico y un
dominio citoplasmatico de tipo tirosin-quinasa'. Los dominios Ig
corresponden a la expresion de los exones 8, 9 y 10, en donde la
mayoria de los pacientes (25-75%) registran mutaciones®.

Otras mutaciones localizadas en esta region han sido identificadas
en los Sindromes de Crouzon y de Pfeiffer, con craneosinostosis, y
con la presencia o ausencia de labio y paladar hendido’.

En este reporte se presentan dos casos con SA con hallazgos
interesantes que podrian brindar informacién para el conocimiento
de esta patologia. El objetivo parala familia 1 fue identificar a través
del analisis molecular, el caso indice y su hermano con diagndstico
de labio y paladar hendido (LPH), tienen la misma mutacion,

1A
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Figura 1. 1A. Genealogia de la familia 1. I, 2: Madre sana. II, 1: Medio hermano
con LPH. II, 2: Caso indice de SA. 1B. Genealogia de la familia 2. I, 1 y I, 2: Padres
sanos. II, 2: Caso indice de SA
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ya que se considera una posible relacién entre mutaciones en el
FGFR?2 y los fenotipos SA y LPH. El objetivo para la familia 2 es
identificar la mutacion.

Materiales y Métodos

Se analizaron dos familias con un caso indice de SA, familia
I: Compuesta por la madre sana sin caracteristicas de
craneosinostosis, el caso indice de SA y su medio hermano con
LPH (I 1,112y II 1) (Fig. 1A). Familia 2: Compuesta por padres
sanos y el caso indice de SA (I 1,12 yII 1) (Fig. 1B).

Los paciente de ambas familias fueron diagnosticados con
SA y remitidos por las consultas de genética y cirugia plastica
al laboratorio de Genética y Biologia Molecular, en donde se
firmaron los consentimientos informados autorizando el analisis
molecular y la publicacién de los resultados genéticos.

A partir de las muestras de sangre se realizd la extracciéon
del ADN, por medio del método Salting-out, seguido esto
de la amplificaciéon por PCR de los exones 8, 9 y 10 del gen
FGFR2. Los primers para la amplificacién de los exones fueron
disefiados usando la secuencia de referencia obtenida de la NCBI,
NW_004078068. La amplificacion del exén 8 (E8) se realizd
usando el E8-primer forward 5'cccatgaaggagaccccagttg3” y el
primer reverse 5’ cattctcccatccccacteecte3’, para  E9-forward
5’aatgctaagaccttcctggttgg3” y reverse 5’cagtctcccaaagcaccaagtc3”
y para ElO-forward 5dagccttctcagatggagccagg3” y reverse
5'gagtctccatectgggacatgg3’. Las condiciones de amplificacion
fueron: 95° C por 3 min, seguido de 35 ciclos a 95° C por 1 min,
58° C por 1 min y un paso final a 72° C por un min. Los productos
amplificados fueron evaluados por secuenciacién y los datos
obtenidos analizados usando los programas BioEdit y Blast.

Resultados

Familia 1
Consiste en tres personas, una madre sana (I,1) y dos hijos, el
mayor con diagnoéstico de LPH (IL,1) y el caso indice con SA (IL,2)
(Fig. 1A).

I,2: Lamadre delos pacientes afectados II,1 y II,2 sin caracteristicas
clinicas de craneosinostosis o LPH. El andlisis molecular no
evidencia cambios en la secuencia de referencia en los exones 8,
9y 10 (Fig. 2A).

II, 1: Paciente masculino diagnosticado con LPH, acrocefalia,
aplasia cutis, hipertelorismo, orejas displasicas y ensanchamiento
metafisiario (Fig. 3). Al examen clinico se considerd una posible
craneosinostosis. Sin embargo, luego del examen molecular, no se
lograron identificar cambios en la secuencia de los exones 8, 9y
10 (Fig. 2A).

II, 2: Paciente masculino producto de la segunda gestacion. La
madre del paciente presenté amenaza de parto pretérmino por
lo cual recibi¢ tratamiento para la maduracién pulmonar fetal,
y tuvo parto vaginal eutdcico a las 37 semanas de gestacion. Al
nacimiento se obtuvo un producto de 3,750 gr de peso y 50 cm de
longitud. Al mes de edad el paciente fue diagnosticado con SA y
caracteristicas craneofaciales tales como hipoplasia medio-facial,
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Figura 2. A. Familia A. [, 2: Madre sana sin mutacidn, II, 1: Paciente masculino
con Labio y paladar hendido (LPH) sin mutacion, y II, 2: Paciente masculino con
Sindrome Apert quien tiene la mutacion S252W en el exon 8. B. Familia B. II, 1:
Paciente masculino con Sindrome Apert, quien tiene la variante T78.501A en la
secuencia del intr6n 8.

implantacion baja de orejas, puente nasal deprimido, turricefalia,
y sindactilia 6sea en manos y pies (Fig. 4A), sin historia familiar
o consanguinidad.

Los estudios imagenoldgicos por ultrasonografia transfontanelar y
ecografia abdominal revelaron un cerebro, asi como unos érganos
internos normales. De manera similar fue observado un tracto
espinal normal a través del uso de la resonancia magnética (RM).
Sin embargo, por ecocardiograma se identificé una restriccién de
la vena cava inferior (VCI).

Las radiografias comparativas de manos demostraron la ausencia
del cuarto digito, con fusién de la base del cuarto y quinto
metacarpiano. Un engrosamiento y acotamiento del primero,
segundo, tercero y quinto digito, ausencia de las falanges medias
en el segundo y tercer digito, y artrodesis en las falanges proximal
y media del quinto dedo de la mano derecha. La mano izquierda
tuvo una aparente fusion del tercer y cuarto digito. No hubo
evidencia de compromiso en los huesos del carpo, ni de las epifisis
distales del radio y el ctbito. La radiografia comparativa de pies
puso en evidencia una tendencia a la polidactilia.

La tomografia computarizada de senos paranasales indicé el
subdesarrollo de los senos paranasales, un puente nasal amplio,
hipertelorismo, una reduccion profunda de la 6rbita éptica con
apariencia normal de los nervios y musculos dpticos (Fig. 4B). La
historia clinica indicé que a los 21 dias de edad el paciente fue
hospitalizado debido a que presenté un episodio de taquipnea
transitoria. A través del analisis de los exones 8,9y 10, encontramos
una alteracion en la secuencia del exdén 8, la mutacion S252W,
previamente descrita en pacientes con SA (Fig. 2A).

152

Figura 3. Paciente masculino (II, 1) diagnosticado con LPH, acrocefalia, aplasia
cutis, hipertelorismo, orejas displasicas y ensanchamiento metafisiario.

Familia 2

Compuesta por tres personas, los padres sanos (I1 y II2) y el caso
indice de SA (II 1) (Fig. 1B).

II, 1: Paciente quien fue diagnosticado con SA al momento del
nacimiento debido a la presencia de turricefalia, braquicefalia,
frente prominente, hipoplasia medio-facial, hipertelorismo,
puente nasal deprimido, hipoplasia malar y paladar alto. Ambas
manos mostraron sindactilia dsea de los digitos 1 al 5, excluyendo
pulgares. Sindéctila dsea bilateral de todos los cinco digitos sin
presencia de falange distal. El analisis molecular identifico la
variante T78.501A en la secuencia, la cual se encuentra cerca al
lugar de hibridaciéon de uno de los primers (Fig. 2B).

Discusion

El sindrome Apert es una Craneosinostosis Sindrémica, resultado
de cambios en la secuencia del ADN, estas mutaciones podrian
ocurrir en diferentes genes, uno de ellos el FGF y sus receptores,
especialmente FGFR2, siendo P253R y S252W las mutaciones
mas frecuentes. Desde 1996, Slaney et al., relacionaron el LPH
en pacientes con SA, especialmente a aquellos con la mutacién
S252W. La relacion del LPH con esta mutacion podria deberse
a que estas patologias comparten vias de sefalizacién®. De igual
manera, la formacién de LPH de tipo no sindréomico ha sido
asociada con las vias de senalizacién de FGF y FGFR, en donde
las mutaciones de tipo Missense, tipo D138N y R84S en FGFR2
podrian alterar la funcién de la proteina debido al cambio en la
afinidad del receptor®.

A demas, es posible que el origen de las caracteristicas fenotipicas
en los dos pacientes afectados de la familia 1 (afeccién dsea y
anormalidades craneofaciales), pueda deberse ala misma mutacién
en el gen FGFR2. No obstante, el analisis molecular identificé en
el paciente 11,2 la mutaciéon S252W. Esta mutacién incrementa la
afinidad del receptor de manera inespecifica al subsecuente ligando
FGF, permitiendo de este modo una activacion inapropiada del
receptor por ganancia de funcién, lo cual explicaria el fenotipo del
paciente’. En cuanto al paciente II, 1 con LPH no se encontré la
misma mutacién u otra ubicada dentro de los exones 8, 9 y 10,
en los cuales la secuencia fue idéntica a la de su madre, quien
no presenta caracteristicas fenotipicas ni de LPH ni de SA. Estos
resultados claramente indican que las caracteristicas fenotipicas
de ambos pacientes afectados podrian ser de origenes diferentes.

No es posible descartar el origen de la mutacion en el paciente II,
1 con fenotipo de LPH. Dado que el LPH aislado, es una alteracion
congénita compleja de origen multifactorial, en la mayoria de los
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Figura 4. A. Paciente masculino (II, 2) diagnosticado con Sindrome Apert.
Caracteristicas craneofaciales incluida la hipoplasia medio-facial, implantacién
baja de orejas, depresion del puente nasal, turricefalia y sindactilia dsea se manos y
pies. B. Tomografia computarizada de craneo (TC) con modelo de reconstrucciéon
tridimensional del paciente (3D) II, 2, Familia 1. Sinostosis de las suturas (recuadro
azul) e hipoplasia medio-facial evidente en las imagenes lateral (A) y frontal (B).

casos, estd causado por la interaccion entre el medio ambiente
y varios genes involucrados con la via de senalizaciéon FGE
incluyendo FGFR1, FGFR2, y FGFR 3, FGF2, FGF3, FGF4, FGF7,
FGF8, FGF9, FGF10 y FGF18, NUDT6, FCTBR, y PAX3®, entre
otros que podrian estar relacionados con esta via de sefializacion. Se
requieren estudios adicionales para determinar si hay mutaciones
en alguno de estos que explique el fenotipo del paciente.

En la familia 2, identificamos en el paciente II, 1 una mutacién
en el ADN cerca de la region flanqueante del exén 8, a 20 pb del
inicio del intrén. Aunque este tipo de variantes no ha sido descrita
en humanos, estudios con modelos animales han demostrado
una ganancia de funcién en la proteina codificada por el gen
FGFR2, esto por la modificaciéon de la secuencia intrénica
que consecuentemente altera el sitio de splicing del exén. Por
consiguiente, el fenotipo del paciente podria ser el resultado de
la variante en la region intrénica del exén 8, la cual podria afectar
el mecanismo del splicing y con esto la funcién del receptor, tal y
como ha sido descrito en modelos animales’.

Analisis adicionales del mARN del gen FGFR2 o directamente
en el receptor podrian ayudar a esclarecer si la alteracion en el
sitio del splicing podria influenciar en la ganancia de funcién de
la proteina’.

Conclusiones

EISAyel LPH son dos patologias diferentes que comparten algunas
vias de sefalizacion relacionadas con el FGF y sus receptores,
asi como muchas otras proteinas, por lo cual es posible que un
cambio en la secuencia del ADN de los genes involucrados resulte
en la expresion de cualquiera de estos fenotipos. Sin embargo es
necesario realizar estudios complementarios que incluyan mas
genes, permitiendo esto una vision mas amplia para determinar la
presencia o no de mutaciones que expliquen los fenotipos.

La mutaciones intrénicas podrian tener un efecto en el sitio de
splicing y por ende en la funcién de la proteina, lo cual podria
explicar el fenotipo del paciente I, 1 en la familia 2. Sin embargo
para poner a prueba esta teoria es necesario llevar a cabo estudios
funcionales.

Estos hallazgos son relevantes debido a que complementan el
conocimiento actual del SA, permitiendo establecer nuevos
cuestionamientos sobre las bases moleculares y vias asociadas al
SA, asi como de patologias asociadas como el LPH.
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