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INTRODUCCION

1.1.- PARAGANGLIOMAS DE CABEZA Y CUELLO.

Los paragangliomas son tumores benignos, altamente
vascularizados, cuyas células se originan en la cresta neural embrionaria.
Se ubican a lo largo de arterias y pares craneales de los arcos branquiales
cuando se localizan en la region cérvico-facial, donde son mucho mas
infrecuentes que en otras areas del cuerpo’. Si bien han recibido otras
denominaciones, como quemodectomas, éstas son mas bien imprecisas
pues suponen una actividad quimiorreceptora tumoral, que es muy

infrecuente en cabeza y cuello’.

1.1.1. Epidemiologia.

Los paragangliomas (PGLs) son tumores en su inmensa mayoria
benignos y poco frecuentes. Representan el 0,012% de todos los tumores
del organismo, y el 0,6% de los tumores de cabeza y cuello. El 90% de
los PGLs se ubica en la glandula suprarrenal y reciben el nombre de
feocromocitoma. El 85% de los PGLs extra-adrenales se localiza en el
abdomen, el 12% en el torax y s6lo un 3% en cabeza y cuello. En esta
ultima regién anatdémica, los PGLs mds comunes son los de cuerpo
carotideo, seguidos por los yugulotimpanicos y vagales. Estos ultimos
suponen menos del 5% de los PGLs de cabeza y cuello'*’. Los PGLs
yugulotimpanicos (YT) son el segundo tumor en frecuencia del hueso
temporal y el tumor mas frecuente del oido medio'>. Otras ubicaciones
mas infrecuentes son: laringe, cavidad nasal, tiroides, Orbita y

. 14,16
traquea ” .
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Figura 1.
Localizaciones comunes de los paragangliomas de cabeza y cuello.

1.1.2. Etiopatogenia.

Embriologicamente los PGL derivan de células de la cresta
neural. Forman parte del sistema neuroendocrino difuso, antes conocido
como sistema APUD. En la cabeza y cuello, el tejido paraganglionar se
encuentra asociado a estructuras neurovasculares derivadas de los arcos
branquiales y se incluye en el sistema nervioso autbnomo parasimpatico,

mientras que en la médula adrenal tiene funcion simpatica'*'®. (Figura 1)

Los términos  “paraganglioma”, “tumor  glémico” 'y
“quemodectoma” hacen referencia al mismo tipo de tumor. Los tumores
del hueso temporal también han sido denominados como

9 <6

“glomerocitomas”, “tumores del cuerpo timpanico” o “receptomas” y los

-22 -
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PGL vagales “tumores del cuerpo vagal”, “glomus yuxtavagal”, “glomus
intravagal” o “glomus vagal”. En la actualidad, se prefiere emplear el
término “paraganglioma” para definir los tumores originados a partir del
sistema paraganglionar, denominandose feocromocitomas (FCC) los que
asientan en la médula adrenal®”.

La primera descripcion de tejido paraganglionar carotideo
corresponde a Von Haller en 1743. Von Luschka, en 1862, describe
tumores en esa localizacion y Scudder en 1903 reseca uno de esos
tumores. En el mismo afio, Kohn acufia el término paragangliéon para
describir el cuerpo carotideo y Mulligan propone el término de
quemodectoma para reflejar el origen quimiorreceptor, demostrada por
Heymans en 1930 y corroborada por estudios ulteriores. En la primera
mitad del siglo XX (1945) Rosenwasser’ describe la presencia de tejido
paraganglionar en el trayecto del nervio de Jacobson, en el perineuro
vagal y en la convexidad del golfo de la yugular. En 1975, Mascorro y
Yates® denominan sistema paraganglionar al grupo de células cromafines,

derivadas del neuroectodermo y de localizacion extra-adrenal>"*

1.1.3. Funciones fisioldgicas de los paraganglios.

En la médula adrenal la funcion de estas células derivadas del
sistema paraganglionar es secretora; sin embargo, en cabeza y cuello se
le asigna una funcidon quimiorreceptora, monitorizando la PCO, de la
sangre. La evidencia fisiologica de la funcion quimiorreceptora fue

probada en 1930 por Heymans et al’, que demostr6 cambios en la

_23 .-



INTRODUCCION

actividad refleja respiratoria y cardiovascular en respuesta a las
variaciones en la concentracion de la PO, arterial, PCO,, pH y otros
agentes. La activacion de las células quimiorreceptoras por la hipoxia
principalmente depende de la presencia de canales en la membrana
celular cuya actividad se encuentra modulada por la baja concentracion
de oxigeno'. Aunque el papel de los canales i6nicos como efectores de
la respuesta celular a la hipoxia esta bien establecida, la identificacion de
moléculas sensibles a la concentracion de oxigeno y sus rutas de

~. 11 4 r - 11,12
sefializacion permanecen todavia por descubrir

. Una de las hipotesis
considera a la cadena de transporte de electrones mitocondrial como la
candidata mas probable como quimiosensor de la PO, o un papel
transductor en los paragangliomas de cabeza y cuello. Asi, en la
adaptacion aguda a la deprivacion de oxigeno o la exposicion cronica a la
hipoxia (como ocurre por ejemplo, en las personas que viven a grandes
altitudes) implica la generacion, por parte de la cadena de transporte
mitocondrial, de ROS, el cual es necesario para la actividad de HIF1 y la

consecuente sintesis de mRNA que codifica la eritropoyetina, el VEGF y

enzimas glicoliticas'.

Los feocromocitomas tienen la capacidad de producir
catecolaminas pero, a diferencia de éstos, los PGL de cabeza y cuello no
suele ser habitual que sean secretores, presentando esta caracteristica
entre el 1 y el 3% de los tumores (Figura 2). Otra caracteristica diferente
frente a los feocromocitomas es que los PGL secretan fundamentalmente
noradrenalina en lugar de adrenalina. Solo esta indicado estudiar la
funcionalidad del PGL en presencia de sindrome paraneoplasico (HTA,
palpitaciones, cefaleas); para producir sintomas es preciso que el nivel de

noradrenalina se multiplique por cuatro o cinco. Mucho menos frecuente
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si cabe, los PGL también pueden producir serotonina con el consiguiente

sindrome carcinoide'*">,
Tetraidie-  Diidio-
lispiering  biupuering
+ +H Tk
t N !
Ao = ouf=cor
NH} i rouilasi WH]
Tiresina Diiudrossifenilaluing
(DO
F m!
SAdenosd-  S-Adensil-
"“-\ AMmGCIieL INELD L Hy : Hil
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Figura 2.

Esquema de la biositesis de catecolaminas.

1.1.4. Histopatologia.

La histopatologia de los PGLs, con independencia de su ubicacion
anatdmica, es similar a la del feocromocitoma suprarrenal (Figura 3).

Predominan las células tipo I o células tumorales principales, con
abundante citoplasma granular eosinofilo, de aspecto poligonal o
fusiforme, dispuestas en nidos adoptando un patron pseudo-alveolar
conocido como zellballen. Derivan del neuroectodermo, y poseen
granulos secretores con catecolaminas y neuropéptidos. Se tifien con

hematoxilina de plata pero no con dicromato de potasio (son «no

_25.-



INTRODUCCION

cromafinesy). Presentan grados variables de atipia que no se correlaciona
con el comportamiento bioldgico del tumor.

Las células tipo Il o sustentaculares rodean a las células
tumorales principales o tipo I y su morfologia es similar a la de las
células de Schwann. La inmunohistoquimica facilita la identificacion
microscopica de estos dos tipos celulares y ayuda en el diagnostico
diferencial con el tumor carcinoide, melanoma, carcinoma de células

. .. . .. 14.16.17.1
renales, carcinoma tiroideo medular y hemangiopericitoma'*'®!"-1¢

Figura 3.

Histopatologia de un paraganglioma yugulotimpanico.

El componente celular bifasico propio de estos tumores adopta
un patrén pseudo—alveolar o “zellballen”. Las células tumorales o

principales tipo I, de citoplasma finamente granular y eosinofilo, se
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disponen en nidos claramente delimitados por células fusiformes,

incospicuas, que reciben el nombre de células sustentaculares tipo I1.

La ultraestructura de los PGL es muy similar a la del tejido no
neoplasico.

La relacion entre células sustentaculares/células principales es
menor y las células principales son mayores y a veces vacuoladas,
pleomorfas e hipercromicas, y se encuentran muy proximas a estructuras
vasculares.

Los tumores tienden a ser mas vasculares que los paraganglios
normales. Esta rica vascularizacion tumoral se asocia a una elevada
expresion tisular de algunos factores angiogénicos (factor de crecimiento
vascular endotelial, VEGF, y factor de crecimiento de células
endoteliales derivado de plaquetas, PD-EGF)*®. Es preciso citar el estudio
clinico en fase I-II de Lopez Barneo'’, en el que aprovechando las
caracteristicas del cuerpo carotideo, altamente dopaminérgico y que
expresa células de la glia derivadas del factor neurotrofico, se
autotransplantaron células pluripotenciales con diferenciacion a neuronas
en la sustancia negra en pacientes que presentaban la enfermedad de
Parkinson. Los pacientes consiguieron una mejoria clinica de entre 5-
74% a los 6-12 meses del autotransplante. Los factores predictivos
principales para la mejoria clinica motora eran la integridad histologica
de las células del cuerpo carotideo y el hecho de presentar una
enfermedad moderada en severidad. Asi, el autotransplante del cuerpo
carotideo puede inducir una mejoria clinica en los pacientes que
presentan la enfermedad de Parkinson debido a las caracteristicas

1 . , r 18,19,2
bioldgicas de las células del cuerpo carotideo'™'*2°

_27 -



INTRODUCCION

Dentro del diagnostico diferencial de los paragangliomas se
incluyen el tumor carcinoide, carcinoma medular de tiroides, adenoma

’ . : : 14
del oido medio y meningioma .

1.1.5. Clinica..

Las manifestaciones clinicas difieren dependiendo de 1la
localizacion del tumor. Los paragangliomas carotideos clasicamente se
presentan como masas cervicales asintomaticas de lento
crecimiento'**’?!, A medida que van creciendo, ocasionan
sintomatologia fruto de la invasion de pares craneales. El examen clinico
demuestra la presencia de una masa movil en sentido horizontal, pero fija
en el plano vertical. Los tumores vagales tienen una presentacion similar.
Biller et al** describieron su experiencia con un grupo de 19 pacientes
con paragangliomas vagales, en la que los sintomas mas frecuentes en
orden descendente fueron: masa cervical y ronquera, seguidos de
abombamiento de las paredes faringeas, disfagia, disfonia, dolor y
aspiracion. Series mayores, como las Jackson et al”®, revisan 46 pacientes
con paragangliomas vagales poniendo énfasis en el papel de un equipo
multidisciplinar de cirugia de base de crdneo para realizar una
extirpacion del tumor y rehabilitacion satisfactorias. Los tumores
yugulotimpanicos se presentan con un acufeno pursatil, hipoacusia y
otros déficits de pares craneales bajos, dependiendo de su localizacion y

~ 14,27.28.
tamano 7"
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Apenas un 1-3% de los PGLs son funcionantes y presentan

. . : -, . 14,1627
sintomatologia asociada a la secrecion de noradrenalina ™ ™. L

a
presencia de cefalea, hipertension paroxistica y palpitaciones puede
indicar la existencia de un tumor funcional. En estos casos se recomienda
la medicion de noradrenalina y sus metabolitos en orina de 24 horas
previamente a la intervencion quirargica. Las sustancias que se
determinan generalmente en orina son las catecolaminas libres y
metabolitos como metanefrinas y 4acido vanilmandélico, siendo éste
ultimo el menos especifico de los tres, como se ha comentado
anteriormente. La excrecion de metanefrinas (niveles normales inferiores
a 1,3 mg de metanefrinas totales en orina de 24h) se ve incrementada
tanto por las catecolaminas exdgenas como endogenas, asi como con el
tratamiento con IMAOS. El propanolol también puede causar un
aumento espureo de secrecion de metanefrinas. El Acido Vanilmandélico
(niveles normales en orina de 24 horas de hasta 7,0 mg) se ve menos
afectado por las catecolaminas exogenas y enddgenas pero puede
incrementarse con la ingesta de algunas medicaciones, como Ia
carbidopa. Si el tumor segrega solamente dopamina hay que medir acido
homovalinico. Si segrega unicamente adrenalina, el tumor esta confinado
a la glandula suprarrenal. Una elevacion urinaria de noradrenalina menor
que la de adrenalina sugiere un origen adrenal, ya que la adrenalina
puede ser fabricada por enzimas que solo se encuentran en la médula

suprarrenal.

En caso de confirmarse la actividad secretora del paraganglioma,
el paciente debera ser tratado durante el preoperatorio con alfa- y

betabloqueantes™*°.

-29.
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Los PGLs se consideran tumores benignos aunque en ocasiones
tienen un comportamiento bioldgico similar al de los tumores malignos,
con recurrencias, metastasis e invasion de tejidos vecinos. Las formas
familiares y los tumores que se hallan en la vecindad del 6rgano de
Zuckerkandl tienen el mayor potencial maligno (14-50%)**%.
Parametros histologicos sugestivos de agresividad tumoral en otras
neoplasias (Ej. pleomorfismo nuclear, mitosis atipicas, elevada actividad
mitdtica, invasion vascular o capsular, etc.) no constituyen un criterio
determinante de malignidad en los PGL. El criterio aceptado para definir
el comportamiento maligno de los PGL es la confirmacion histologica de
metastasis regionales o a distancia. Seglin este criterio, la prevalencia de
PGLs malignos es del 3%-20% dependiendo de su ubicacion: 1,41% de
los PGL del cuerpo carotideo, 5,1% de los PGL yugulotimpanicos, 10-
19% de los PGL vagales y 3% de los PGL laringeos. La localizacion mas
habitual de las metéstasis a distancia es pulmon, hueso, mama, pancreas,

o sy ; 31,32,26,27,28
tiroides, rifion e higado®' > 2"

1.1.6. Tratamiento.

En general, en la actualidad existe una tendencia a restringir el
tratamiento quirdrgico de los paragangliomas a determinadas situaciones,
ya que se trata de una enfermedad que generalmente no es causa de
mortalidad (s6lo del 6% en los PGLs yugulares y del 11% en los

vagales), mientras que la cirugia puede causar secuelas importantes.'*'?
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La mayoria de los PGLs carotideos se tratan quirargicamente,
dado que las complicaciones son poco frecuentes. En caso de afectacion
extensa de la arteria carotida, en los que deba sacrificarse dicha arteria, se
podra realizar en el mismo tiempo la reconstruccion de la misma con un
injerto de vena safena o una protesis, pero deben valorarse otros factores
como la edad y el estado de salud del paciente, asi como el
comportamiento bioldgico del tumor, ya que la sustitucion de la carotida
no esta exenta de riesgos y la enfermedad de base que la motiva no suele
ser mortal. Esta situacioén, no es un hecho frecuente, y en la mayoria de
los casos, aunque no lo parezca se puede preservar.

La reseccion de los PGLs vagales entrafia casi siempre una
paralisis vagal, con la consiguiente disfonia y aspiracioén, por lo que
diversos autores cuestionan la cirugia salvo que el tumor haya producido
ya una paralisis de pares bajos o en pacientes jovenes. La tiroplastia
supone una solucion eficaz para corregir el defecto glotico posterior a la
paralisis vagal, con la consecuencia de mejorar las aspiraciones. Se puede
realizar en un segundo tiempo o en el momento de la reseccion tumoral.
Teniendo en este caso, la ventaja de realizarse en un so6lo tiempo y el

inconveniente que el tubo de anestesia puede dificultar el procedimiento.

Existe todavia una mayor controversia sobre la conducta a seguir
con los PGLs yugulotimpanicos®'°

Los PGLs timpénicos pequefios se resecan facilmente por via
endomeatal con escasa morbilidad, y por tanto deben ser intervenidos
para evitar la hipoacusia y el acufeno pulsatil®. Incluso en los de mayor
tamafio suele ser suficiente un abordaje transmastoideo por timpanotomia

posterior respetuoso con la funcion auditiva.
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Los PGLs yugulares requieren por el contrario abordajes
infratemporales con posibilidad de mayores riesgos y complicaciones,
como la afectacion de pares craneales bajos y del nervio facial, cuyo
manejo es una parte intrinseca de la cirugia de los paragangliomas
yugulares. Aunque han sido desarrolladas nuevas técnicas quirtrgicas
que tratan de  disminuir las  complicaciones intra y

.. 31,32,3334
postoperatorias,” =

como el abordaje a través del receso facial
ampliado, que minimiza las secuelas auditivas y relacionadas con el
nervio facial, o la esqueletizacion del nervio facial sin realizar una
transposicion del mismo en los casos en que por la magnitud del
crecimiento intratimpdnico y pericarotideo no sea posible conservar el
conducto auditivo externo.*>~® Segun revisiones recientes de la literatura,
como la realizada por Sanna®, se puede afirmar que el abordaje
quirurgico sin trasposicion del facial es un método aceptado y que
consigue excelentes resultados con una incidencia del 72% de
funcionalidad del n. facial grado I 'y II largo plazo®*****,

Otra complicacion a mencionar, son las fistulas de LCR en caso
de invasion intracraneal, que aparecen con una frecuencia entre 4 y 11%

, - 3233
de los casos segun las series.™

Por otra parte, tenemos también la opcion de mantener una
conducta expectante con estudios de imagen seriados en pacientes
mayores de 50 afios, plantedndonos la cirugia cuando se trate de
pacientes jovenes, o bien presenten sintomatologia de pares bajos o un

.. . . .. , ., 21.2
crecimiento agresivo, siendo la radiocirugia otra opcion a valorar*" .

La radiocirugia debe ser también tenida en cuenta en aquellos

pacientes que presentan multiples PGLs para reducir los riesgos de la
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Cimgia’32,37,38,39,40

y se ha llegado a conseguir un control a largo plazo del
tumor (incluyendo posibles transformaciones malignas inducidas por la
radiacion) hasta en el 96% de los casos con la radiocirugia,

. . e 21,32
especialmente en pacientes jovenes.>'

Existen diversas opiniones respecto a la actitud quirdrgica en los
tumores con extension intracraneal. Hay autores que consideran
preferible hacer el abordaje de la extension intracraneal en un segundo

- 41 ., .

tiempo.” Otros pensamos que la reseccion en un solo tiempo, al tener

oportunidad de una mejor exposicion intra y extracraneal, ofrece la mejor

oportunidad de lograr la extirpacion total del tumor y facilita la
., . 42 . .

preservacion de los nervios craneales.” Sin embargo, siempre es

necesario individualizar los casos.

Aunque se trata de una cirugia considerada dificil, una adecuada
técnica quirdrgica realizada por equipos experimentados obtiene un buen
control de la enfermedad con escasas complicaciones. Actualmente la
aplicacion de técnicas como autotransfusion, monitorizacion de pares
craneales, estudios de imagen prequirtrgicos, etc, hacen la cirugia mas
asequible y segura®. En nuestra serie no hemos tenido ningéin éxitus ni
tampoco ningun déficit neurolégico central (a excepcion de un accidente
isquémico transitorio acontencido por complicacion de una embolizacion
previa a la cirugia, que se se resolvio sin secuelas). La lesion de pares
craneales depende en gran parte de la localizacion y extension del tumor,
ocurriendo fundamentalmente en nuestra serie en el caso de tumores
multicéntricos y en los casos de PGLs de grandes dimensiones con

extension medial respecto al bulbo yugular o en reoperaciones.
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1.1.7. Genética de los paragangliomas de cabeza y cuello.

Los PGLs pueden ser esporadicos o familiares. Las formas
familiares pueden presentarse aisladas (“paraganglioma syndrome”) o
integradas en otras entidades sindromicas como la neoplasia endocrina
multiple tipo II (MEN IIA y IIB), el sindrome de Von-Hippel-Lindau, y

C 44,4546
la neurofibromatosis tipo 1 entre otros™ ™.

Con la evidencia cientifica actual, un oncogen (RET) y cinco
genes supresores (VHL, NF1, SDHB, SDHC y SDHD) parecen estar
implicados en el origen de la etiopatogenia de los PGL 'y
feocromocitomas. Sin embargo, aunque las mutaciones germinales se
hallan en casi todos los tumores de origen familiar y en una proporcion
considerable de los PGLs aparentemente esporadicos, las mutaciones
somaticas de todos estos genes son relativamente infrecuentes (0-15%)

(1. 37,4748
en los PGLs verdaderamente esporadicos® *"*,

La prevalencia de las formas familiares oscila entre el 10%-50%
segun las distintas series publicadas. En general, se acepta que en un 35%
de los pacientes con PGL existe predisposicion hereditaria. La
probabilidad de que un paraganglioma tenga un componente familiar es
casi 6 veces mayor en el caso de los tumores del cuerpo carotideo que en

. 49,50
los PGLs de otras ubicaciones™ .

Los PGLs familiares suelen presentarse a edades mas tempranas

que los esporadicos, con aparicidon mas precoz en generaciones sucesivas,

. .. ., , . 42 .
lo que se ha denominado anticipacion genética.” En algunas series
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clinicas se ha observado una mayor prevalencia en mujeres,

especialmente de los PGLs del cuerpo carotideo y vagales*®*'!,

La incidencia de tumores del cuerpo carotideo aumenta en
personas que habitan en altitudes superiores a los 2.000 metros sobre el
nivel del mar, ya que como se ha citado con anterioridad, la exposicion
cronica a la hipoxia implica la generacion por parte de la cadena de
transporte de electrones mitocondrial de ROS, el cudl es util para la
actividad de HIF1 y la consecuente sintesis de mRNA que codifica la

eritropoyetina, el VEGF y enzimas glicoliticas*>>.

Aunque la mayor parte de los tumores esporadicos se presentan
como una masa uUnica, los tumores multicéntricos o bilaterales pueden
ocurrir en un 10% de los casos'*!”. En las formas familiares, un 30-40%
debutan bien como PGLs bilaterales o como PGLs multicéntricos en
diferentes localizaciones de la region cervico-facial o en el tejido

. . . 17,28,41
paraganglionar simpaticoadrenal del abdomen'’***!.

Para algunos
autores, los PGLs multicéntricos, aun sin historia familiar, debieran
considerarse de tipo hereditario dado lo inhabitual de la multifocalidad en

L3 4041
las formas esporadicas™ .

1.1.7.1. Los Genes SDHA, SDHB, SDHC y SDHD.

Los PGLs familiares constituyen una entidad genéticamente

heterogénea.
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Hasta el momento se han identificado cuatro locus cromosdmicos
que se segregan con la enfermedad: 1123 (PGL1), 11q13 (PGL2), 1921
(PGL3) y 1p36.1p35 (PGL4). Estudios genéticos de asociacion han
permitido identificar los genes responsables de la enfermedad que
mapean en 3 de los locus: SDHD (11g23), SDHC (1q21) y SDHB
(1p36.1p35). El gen causante de la enfermedad que mapea en el locus

PGL2 todavia no se ha identificado’”%.

Los genes SDHB, SDHC y SDHD codifican las subunidades del
mismo nombre en el complejo heterotetramérico mitocondrial II, también

conocido como enzima succinato-ubiquinona oOxido-reductasa o

succinodehidrogenasa (SDH)*"***: (Figura 4)

0 SDHA y SDHB son una flavoproteina y una Fe-S proteina
respectivamente, que conforman el centro catalitico hidrofilico

del enzima.
0 SDHC (cybL) y SDHD (cybS) corresponden a la subunidad

grande y subunidad pequefia del citocromo b y su funcién es fijar

el dominio catalitico a la membrana mitocondrial interna.
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e AT

FAD FADH2

o Tl Fumarsic

Figura 4.
Esquema que representa el complejo mitocondrial I1.

Q: ubisemiquinona, QH,: ubiquinol

Dicho enzima desempefia un papel crucial en el ciclo de Krebs y
cataliza la oxidacion de succinato a fumarato, transfiriendo el electron

resultante al pool de ubiquinona celular (coenzima Q) 37,3840 (Figura 5)

Las deficiencias totales o casi totales del enzima SDH conducen a
un cuadro de atrofia cerebral e hipotonia, comprometiendo seriamente la
fosforilacion oxidativa celular™. Cuando el componente disfuncionante
de SDH es la subunidad A, se produce el Sindrome de Leigh,
caracterizado por una neurodegeneracién progresiva con epilepsia,

retraso psicomotor y espasticidad™.

La inactivacion por mutacion de SDH parece mimetizar el efecto

de una estimulacion crénica, por hipoxia, de las células paraganglionares.
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Al igual que ocurre en los PGLs que se desarrollan en altitudes
superiores a los 2.000 metros sobre el nivel

del mar, en los PGLs causados por mutaciones en SDHD y SDHB se
produce un incremento ostensible en los niveles intracelulares de los
mediadores moleculares de hipoxia (HIF) y genes que promueven la
angiogénesis (VEGF), lo que se traduce en una mayor proliferacion
43,44

celular, hiperplasia y finalmente transformacion neoplasica

La penetrancia de los casos familiares asociados a mutaciones de SDH es

44,56

mayor en las alturas

Acetyl-CoA Citrate —= S0Citrate ——pu. Ty Mitochondrial
matrix
Crcal nacetate
{ Sucdnyl-Cod,
Malate /
Succinate
Fumarate

Krebs cycle

Mitochondrial
inner membrans —

NADH
NADtD

Complex |

Gmplex I Complex ll Complex IV

Figura 5.
Complejo Mitocondrial II.
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1.1.7.2. Teorias de la tumorigénesis.

Se han propuesto varios mecanismos patogénicos a través de los

cuales se produce la transformacion neoplasica del tejido, entre ellos las

mas destacadas son las siguientes:

1-

La inactivaciéon de SDH conduce a un incremento de los niveles
intracelulares de succinato y disminucion de la conversion de
semiubiquinona (Q°) a ubiquinol (QH;), con lo cual se pierde
poder reductor y se acumulan ROS. El incremento “in vitro” de
succinato se asocia a desregulacion de HIF®’. El resultado de
estos procesos seria la estabilizacion de HIF-1 y HIF-2 que
conducen a la transcripcion de genes inducibles por hipoxia como
VEGEF.*** Como consecuencia, se produce una sefial de hipoxia
que conduce a la proliferacion celular y eventual transformacion

neoplasica.

Evasion de la apoptosis por parte de las células tumorales. Se
basa en la degeneracion del tejido paraganglionar extra-adrenal en
edad adulta asociado a una disminucion del factor de crecimiento
neural NGF e inicio de programas apoptéticos. El succinato es
capaz de inactivar la prolin hidroxilasa EgIN3, la cual esta

R - . - 36,39,58.
implicada en la apoptdsis de las células paraganglionares™ ™
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1.1.7.3. El fendmeno de imprinting genético.

Las subunidades de SDH se comportan como un gen oncosupresor,
siguiendo un patrén de herencia autondmico dominante con penetrancia
incompleta y que, en el caso de PGL 1 y PGL 2, exhiben el fendmeno de
imprinting genético, expresandose solo la enfermedad si es el padre el

que transmite el gen defectuoso™ . (Figura 6)
| | | |

Figura 6.

Fenomeno de Imprinting genético.

En el caso de mutaciones germinales en SDHD la expresion
fenotipica de la enfermedad va a estar condicionada por el progenitor que
transmite la mutacidén, manifestandose unicamente cuando se hereda del

padre®™*°. (Figura 7a/7b)
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La primera hipotesis para explicar la falta de transmision de la
enfermedad por via materna en estos casos de familias con mutacion
SDHD y PGL2, ha sido el imprinting del alelo materno durante la
gametogénesis especifica de cada sexo, porque a pesar de los genes
endogenos que presentaban imprinting, SDHD no se ha encontrado en un

dominio gendémico con este fendmeno.

Por otro lado, estudios de expresion genética en pacientes afectos y
portadores de imprinting mostraron que SDHD tenia una expresion
bialélica en el cerebro, rifiones y lineas de linfoblastos, aunque las bases
moleculares de la herencia mediante el patrén de imprinting en las
familias con SDHD parecen estar confinadas a las células tumorales del

paraganglioma™ .

Recientemente, Hensen et al® propusieron un modelo para explicar el
patron de herencia en familias con mutaciéon en SDHD (figura 7b), en el
cual la pérdida somatica de todo el cromosoma 11 es la responsable de
este modelo de transmision genética. En este modelo, un segundo gen de
la region 11pl5 (con imprinting y heredado del padre) actuaria como un
modificador del riesgo, bloqueando la transformacion neopléasica cuando
el correspondiente alelo materno sin imprinting estd presente en la célula
paraganglionar. De hecho, estos tumores Unicamente se desarrollarian
después de una perdida del alelo normal de ambos, del gen SDHD vy del

gen paterno con imprinting en la region 11p15.
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Fig. 7 a.

Modelo de transmision mediante imprinting de familias con
paragangliomas y mutacion en SDHD. Los cromosomas
maternos se representan de color blanco, y los paternos de gris. (a)
Se muestran ambas regiones 11q maternas, aquella que es portadora
del alelo salvaje SDHD, y la region materna 11p, que presenta el
alelo activo del gen supresor. Este es el caso de en el que el peso
recae exclusivamente en el alelo salvaje materno SDHD en 11q, (b)
el alelo con el gen supresor activo materno en 11pl5 no se ve
afectado y se inhibe el desarrollo tumoral. En caso de la herencia
materna de la mutacion SDHD, una segunda mutacién en el alelo
salvaje paterno, por ejemplo, una deleccion 11q paterna de la
region, (¢) o incluso la pérdida completa del cromosoma 11
paterno. (d) Presenta la region 11pl5 materna intacta y la
formacion del tumor no se inhibe. Cuando la mutacion SDHD se
transmite por linea materna, al menos dos eventos causados por

diferentes mecanismos cromosdmicos son necesarios para inactivar
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ambos alelos salvajes SDHD y la activar del alelo materno que
presenta el gen supresor con imprinting en la region 11p15, a saber,
la pérdida del alelo salvaje del gen SDHD, mediante por ejemplo, la
recombinacion mitdtica, seguido de la pérdida del cromosoma
paterno recombinada que contiene la regién paterna 11g23 y la
region materna 11pl5. Al parecer, esta secuencia de

acontecimientos es muy poco probable in vivo.

—0-

Figura 7b.
Ejemplo de Imprinting genético en una familia afecta de PGL 2.
Los circulos representan mujeres, los cuadrados varones. Las figuras

negras son los familiares afectos con paragangliomas.

No obstante, Pigny et al®® en una revision de 3 generaciones

familiares que eran portadoras de una mutacion en SDHD W43X

demostré la posibilidad de presentar un PGL cuando es la madre quien
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trasmite el alelo SDHD mutado. Confirmaron esta hipotesis demostrando
la pérdida de la copia materna del gen supresor tumoral localizado en la
region 11p15 en el tejido tumoral. De esta manera, se ha demostrado una
forma de transmision materna de los PGLs que presentan mutacion

germinal en el gen SDHD.

Por el contrario, las mutaciones germinales en SDHB y SDHC se
pueden transmitir cualquiera que sea el sexo del progenitor. Algunos

portadores de mutaciones en SDH permanecen asintomaticos*".

Los factores que influyen en la penetrancia del alelo mutado y los
modificadores medio-ambientales o genéticos de la expresion fenotipica
precisan ser investigados, pero se estima que el 50% de aquellos que
heredan la mutaciéon manifiesta la enfermedad antes de los 30 afios y el

70% antes de los 50°%747.

1.1.7.4. Espectro de las mutaciones sobre el gen SDH.

Las alteraciones germinales encontradas hasta el momento en los
genes SDH incluyen mutaciones missense, nonsense y frameshift.
Mientras que los portadores de mutaciones en SDHB la alteraciéon mas
comun es la sustitucion missense, seguida de las alteraciones frameshift,
entre los pacientes portadores de mutaciones SDHD, las sustituciones

nonsense se detectan mds frecuentemente que las sustituciones missense.
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Estudios de biologia molecular realizados por Fernandez-
Ballester G.” reflejan que todas las mutaciones missense halladas en
SDHB interfieren en el anclaje de los clusters FES, FS4 y F3S con el
centro catalitico de la enzima SDH, y pueden interferir con la interaccion

con otras subunidades implicadas en el complejo mitocondrial tipo II
(Figura 8).

Collaborative study with the Structural and Computational Biology Programme EMBL. G. Fernandez
Ballester and L. Serrano.

Figura 8.
Las mutaciones missense halladas en SDHB interfieren en el
anclaje de los clusters FES, FS4 y F3S con el centro catalitico

de la enzima SDH.
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Asi pues, las caracteristicas de la transmision genética en los
portadores de mutacion en SDH y los factores medioambientales pueden
influir en la penetrancia y la expresividad de la mutaciéon genérica que

: 49,64
desarrollen los paragangliomas™®"°

Seglin revisiones de Charis Eng et al®, el espectro de las
mutaciones en el gen SDHB en los PGLs/PCC ocurren habitualmente en
los exones del 1 al 7 pero no en el exén 8 (figura 9), mientras que las
mutaciones en el gen SDHD se distribuyen por igual en los 4 exones pero

tienden a ser mas frecuentes en el exon 1*°. (Figura 10).

[ Presenting with Phacochromocytoma

@  Presenting with Head and Neck PGL

RAOX
C.207-210InsC
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R27TX 259X ﬁ P131R Cloey S84 oougy
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[ ] 2 3 | 4 [ 5 | 6 | 7 |
SDHB

Figura 9.
Distribucion de las mutaciones en los exones del gen SDHB.
Charis Eng et al. A role for mitochondrial enzymes in inherited neoplasia and

beyond. Nature Reviews Cancer 2003, 3: 193-202
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Presenting with Phacochromocytoma
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Figura 10.
Distribucion de las mutaciones en los exones del gen SDHD.
Charis Eng et al. A role for mitochondrial enzymes in inherited neoplasia and

beyond. Nature Reviews Cancer 2003, 3: 193-202

Segun los estudios realizados hasta el momento, las mutaciones
en SDHD parecen predisponer a PGLs de cabeza y cuello de
comportamiento benigno y con gran frecuencia multifocales (74% en
portadores de mutacion en SDHD frente a 28% en portadores de la

mutacién en SDHB)***7#

. Por el contrario, las mutaciones en SDHB
parecen asociarse a PGLs abdominales y mas agresivos, ademas de los
PGL de cabeza y cuello. En una serie analizada por Neumann et al®® un
34 % de los PGL mutados en SDHB se habian comportado de forma
agresiva. No se han descrito pacientes portadores de mutaciones

germinales en SDHD con feocromocitomas o PGLs malignos.

Entre los PGL de forma global, la presencia de mutaciones en
genes de SDH oscila entre 17-41%"’. Considerando de forma aislada los
PGL esporadicos y de otro los que presentan antecedentes familiares, las

diversas series arrojan entre 8-28% de prevalencia de mutaciones
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germinales en SDH para los PGL esporadicos®, siendo especialmente
interesante el dato de Bayley® et al con un numero de casos de 95, donde
la prevalencia es del 28%. En el caso de pacientes con antecedentes

familiares, la prevalencia de mutaciones oscila entre el 66 y 91%"*

En todas las series publicadas acerca de las mutaciones en linea
germinal, las mutaciones mas frecuentes se encuentran en SDHD,
seguidas de SDHB. Las mutaciones en SDHC son muy raras, ya que
hasta 2005 so6lo se habian publicado 22 casos. Son principalmente

benignas y rara vez presentan los pacientes PGLs multiples™.

Es interesante resefar, dada la gran casuistica de PGL tanto
esporadicos como familiares, los resultados de los estudios de Boederek
et al” (n=195. 23% SDHD, 7% SDHB, 3% SDHC), Badenhop et al”
(n=34. 32% SDHD, 9% SDHB, 0% SDHC), Baysal et al> (n=47. 15%
SDHD, 6% SDHB, 0% SDHC) y Schiavi et al’' (n=121. 17% SDHD, 7%
SDHB, 4% SDHC). A la vista de estos resultados, se evidencia que existe
un porcentaje nada desdenable de casos en los que pacientes carecen de
antecedentes familiares pero presentan mutaciones germinales en SDH.
Esto se debe tanto a la penetrancia incompleta de la enfermedad como al
fendbmeno de imprinting genético en SDHD, mencionado con
anterioridad y a la posibilidad de que la enfermedad sea silente

clinicamente.
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1.1.7.5. Mutaciones en los genes RET, VHL y NF1

Ademés de los genes SDH implicados en la patogénesis del
Sindrome de PGL familiares, han sido descritos varios genes
responsables de la aparicion de PGL en el contexto de sindromes
pluritumorales®”. Mutaciones germinales en el gen VHL (3p25-p26)
responsables de la enfermedad de Von-Hippel Lindau, RET (10ql11.2)
que provoca los Sindromes MEN II y NF-1 (17qll) que causa la
enfermedad de Von Recklinhausen, se han asociado a la aparicion de

PGL37,38

Las mutaciones germinales del protooncogen RET (10qll) son
responsables de la herencia de la neoplasia endocrina multiple tipo 2
(MEN2)"2.

El sindrome MEN tipo2 se clasifica en tres subtipos: MEN2A, FMTC
(carcinoma medular de tiroides familiar) y MEN2B, todos caracterizados
por la presencia de carcinoma medular de tiroides en casi el 100% de los
casos. MEN 2A y MEN2B presentan mayor riesgo de desarrollar
feocromocitomas (50% de los pacier1tes)73’74

RET se expresa Unicamente en tejidos derivados de la cresta neural, y se
conoce que existe relacion con el desarrollo de los rifiones. Como
receptor de tirosin-kinasa, RET activa una variedad de rutas de
sefializacion intracelular que incluyen: RAS/ERK, (PI3K)/AKT, y la ruta
de la fosfolipasa C”.

Las mutaciones somaticas de RET son infrecuentes en los
feocromocitomas esporadicos: 15% en los feocromocitomas benignos y

76,77

unicamente 3% en los malignos™'’. En los casos que no presentan

mutaciones somaticas o amplificaciones de RET se observa
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principalmente una sobreexpresion (50-70%), lo que indica que RET
presenta un papel importante en la tumorigénesis de los casos
esporadicos’™.

La enfermedad de Von Hippel-Lindau (VHL) es un sindrome que
se hereda con un caracter autosomico dominante y predispone a tumores
mesenquimales y derivados de la cresta neural altamente vascularizados.
Se han identificado mutaciones o delecciones en el gen VHL (locus
3p25) en las células germinales de casi la practica totalidad de los
pacientes que presenta la enfermedad de VHL y, ademads, se pueden
encontrar en aproximadamente el 6% de los casos aparentemente
esporadicos. Las mutaciones somaticas de VHL estan presentes en un 2-
4% de los casos esporadicos y, se hallan en mayor proporcion (17%) en
los casos malignos’ *

Las mutaciones germinales en mas del 95% de los pacientes con
MEN 2 se encuentran en los exones 10, 11, 13 y 16 del gen RET,
mientras que el 100% de los pacientes que presentan la enfermedad de
VHL tienen mutaciones en cualquiera de los 3 exones del gen VHL y

tienen grandes delecciones que afectan a gran parte del gen VHL®'.

Existe también una conocida relacion entre la Neurofibromatosis
tipo 1 (NF1) y los feocromocitomas. Se calcula que entre 1-5% de los
pacientes que padecen NF1 desarrollaran feocromocitomas, suponiendo
un 5 % de todos los feocromocitomas. Igual que ocurre en los pacientes
que presentan MEN2, la inmensa mayoria de los feocromocitomas se
localizan en la glandula adrenal. Las alteraciones en el gen NF1 no han
sido todavia estudiadas en los paragangliomas aunque no parece

T ot : 83,84
implicado este gen en la génesis de este tipo de tumores™™"".
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1.1.7.6. Cambios somaticos en los PGLs y PCC.

En los ultimos afios se ha estudiado ampliamente la presencia de
mutaciones germinales de SDH en pacientes afectos de PCC. Sin
embargo, poco se ha publicado sobre la presencia de delecciones o
amplificaciones de sus genes. Ademas, apenas existen estudios en los que
el sustrato del andlisis sea el tejido tumoral, estando la mayor parte
basados en muestras de sangre. Estudios citogenéticas han mostrado que
las alteraciones mas frecuentes en muestras de PGL y PCC afectan a los
cromosomas 1, 3 y 11, en los cuales se localizan los genes de SDH y
VHL**. La pérdida total o parcial de un cromosoma es mas frecuente

38,60 . .
. Las delecciones totales o parciales del cromosoma

que las ganancias
11 se han descrito en el 63% de los PCC, siendo estadisticamente
significativa la asociacion de delecciones de 11q con la presencia de PCC
familiares®. Las delecciones que afectan a este cromosoma son mas
frecuentes en los PGL que en los PCC®. Se han descrito delecciones en
el cromosoma 1 en el 67 % de los PGL y PCC; en este sentido, la pérdida
de 1q se ha descrito solo en los PGL y la pérdida de 1p es mas frecuente
en los PCC**. Las delecciones del cromosoma 3 se han descrito en el
72% de los PCC y 37% de los PGL. Las ganancias cromosdmicas en los
PGL, que como se ha dicho antes son menos frecuentes, han sido
descritas sobre todo para el cromosoma 19 (54%), 11ql3 (42%) y

cromosoma 4 (37%)>°.
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1.1.7.7. Cribaje y estudios genéticos en los PGLs de cabeza y
cuello/PCC.

Es preciso resefiar ademas, la importancia del cribaje y estudio
genético dado que la deteccidon y tratamiento temprano de los PGLs
reduce de manera considerable la incidencia de morbimortalidad. Es en
consecuencia, un arma de gran utilidad en familiares de pacientes
afectos. Asi, identificar pacientes con riesgo de presentar paragangliomas
mediante estudios genéticos permitiria una deteccion de la enfermedad en
una fase mas temprana. Y dado que existe una fuerte correlacion entre el
tamafio tumoral y las complicaciones por la exéresis del tumor tras la

., N .8
cirugia, un diagnéstico temprano es beneficioso®'.

Mediante el cribaje genético, la mutacion mas frecuente que se
detecta es la SDHD™. Sobre todo, en casos de pacientes con antecedentes
de historia familiar, multiples paragangliomas y aquellos casos en los
que se diagnostica el tumor a edades mas tempranas. Si en el paciente
portador de la mutacién en la SDHD no se objetivan paragangliomas, es
necesario un seguimiento periddico anual dado el lento crecimiento de
estos tumores. Los tests diagndsticos mas utiles son la RMN cervical, el
(18)F-DOPA PET y la gammagrafia con pentre6tido/1231-MIBG™.

Los pacientes portadores de la mutacion en SDHB necesitan similar
vigilancia. Dado que no existe un patréon de herencia paterna, toda la
descendencia estd en riesgo. La edad para iniciar el cribaje y el
seguimiento es debatible. Se ha sugerido los 10 afios de edad’*"" La base
de datos del grupo de estudio de Paragangliomas Europeo-Americano

incluye pacientes con tan solo 13 afios de edad”’.
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Por lo tanto, después de identificar una mutacion SDH en un
paciente con feocromocitoma y/o paraganglioma, es preciso realizar
estudios genéticos a toda la descendencia a partir de los 10 afios de edad
(Figura 11). Y, si el estudio genético es positivo es necesaria una
cuidadosa historia clinica y un examen fisico, asi como la medicion de
catecolaminas en orina junto con pruebas de imagen (TAC/RMN) asi

como un PET para completar el cribaje’”.

Ejemplo de casos Familiares

SDHD exon 4 : ¢.337delGACT

|.4 — PGL yuguloptimpanico y PGLs
bilaterales carotideos.

I.5 — PGLs carotideos bilaterales.

Figura 11.

Ejemplo de resultados de cribaje en casos familiares.
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1.2.- TECNICAS DE ANALISIS GENETICO

Las primeras alteraciones cromosdmicas descritas en los tumores
humanos datan de principios del siglo XX°*. Posteriormente se demostré
la alteracion del cromosoma Philadelphia en la leucemia mieloide
crénica’. Las técnicas de bandeo cromosémico supusieron un avance
importante al identificar cada cromosoma mediante un patrén de

94,95
bandas™™

. La citogenética molecular dio un impulso decisivo al estudio
del cancer al incorporar técnicas fluorescentes para la determinacion de
las alteraciones cromosomicas. Las técnicas de citogenética molecular se
han utilizado ampliamente en enfermedades hematolégicas para
identificar regiones cromosdmicas con genes implicados en la génesis y
evolucion de distintos tumores’®.

En lo que respecta a los tumores solidos el diagnostico
citogenético no ha tenido tanto impacto por problemas metodologicos
(dificultad de los cultivos celulares y metafases, el proceso de
disgregacion enzimdtica que perjudica la supervivencia del cultivo, la
contaminacion con microorganismos y la nutricién especifica). No
obstante, todos estos problemas han podido ser solventados en los
Gltimos afios”*®.

La mayoria de las técnicas citogenéticas utilizadas en Ia
actualidad tratan de determinar el numero de copias secuencias
cromosdmicas o génicas. Muchas de estas técnicas no son capaces de
detectar delecciones o duplicaciones de exones unicos. Ademés son
costosas y requieren gran cantidad de ADN y tiempo.

Mientras que los microarrays son aun poco sensibles y

reproducibles para detectar una deleccion o duplicacion de una pequeiia

secuencia de ADN de longitud similar a un exén, la PCR (reaccion en
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cadena de la polimerasa) en tiempo real ofrece la posibilidad de detectar
una gran cantidad de amplificaciones de secuencias cromosOmicas. Sin
embargo, al tener que utilizar multiples pares de “primers” su

sensibilidad disminuye.

1.2.1.- MICROARRAYS- CGH

1.2.1.1.- Consideraciones generales

En la actualidad existen en el mercado cientifico herramientas de
analisis gendémico en forma de cDNA (ADN monocatenario y
complementario al ARNm que contiene la secuencia codificante de un
gen), secuencias cortas de nucleotidos (oligonucleotidos) y ADN de
doble cadena. En todos los casos el material genético que se dispone en
el “array” se refiere a un gen de situacidon y caracteristicas conocidas,
siendo la informacién generada la que se refiere a la presencia de ese gen
en la muestra analizada. Los microarrays mas extendidos y utilizados son
los dos primeros tipos (cDNA y oligos) y los experimentos en los que se
utilizan son, casi exclusivamente, estudios de analisis masivo o global de

expresion genética.

El procedimiento consiste en que el material genético obtenido
de la muestra problema, convenientemente tratado y marcado
(radioactividad, fluorescencia) se pone en contacto con el “array”, en
aquellas posiciones en que se complemente con las sondas. El patrén de

hibridacién se revela con un escaner basado en microscopia confocal,
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siendo la imagen resultante convertida a valores numéricos. El nivel de
expresion de un gen se reflejaria en el nimero de copias de ADN o de
ARNm presentes en la muestra problema segun el tipo utilizado y, por

tanto, seria proporcional al nivel de sefial detectado®**"'?° (Figura 12).

ADN tumor  ADN normal Anélisis imagen
T 1@
+
Cot 000000000000 20
0 B [ ] ]

]
400000000000 3.
00000000000
000 000000
10000000

00000 00o

Hibridacion in situ

l Microscopia fluorescencia

CGH aray-CGH

et

20
I

|

1 ne1

Figura 12.

Esquema de la técnica de “array-CGH”.

La hibridacion de los ADNs se realiza sobre ‘“arrays” y no sobre
metafases normales. El predominio verde indicaria ganancia o
amplificacion y el rojo pérdida. En los 30.000 spots se representa todo el
genoma. Obsérvese que en el estudio con HGC la amplificacion de la
region 11ql3 corresponde en realidad a la ganancia de varios genes

localizados con los “arrays”.
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1.2.1.2 Aplicaciones de los microarrays-CGH en la clasificacion,

prondstico y tratamiento del cancer.

La metodologia de los primeros Array CGH fue descrita y
publicada por Pinkel y cols en 1998'", mejorando en gran medida la
resolucién y sensibilidad del la HGC cromosomica existente hasta
entonces.

En los microarray CGH la diana cromosomica de la HGC se sustituye
por fragmentos de genoma clonados (oligos) de los cuales se conoce su

localizacion exacta en el genoma®.

Una ventaja importante es que por la miniaturizacion del sistema,
la alta concentracion del material permite identificar en las muestras un
bajo nimero de copias. El alto grado de integracion del “array” permite,
en un solo ensayo, obtener multitud de valores de expresion génica en
distintas condiciones bioldgicas, siendo una  herramienta de alto
rendimiento en genomica funcional al proporcionar un gran nimero de

datos que deben tratarse con procedimientos bioinformaticos.

Aunque la aplicacion mas conocida de los “biochips” de ADN es
la determinacion de perfiles de transcripcion, el formato “microarray”
también ha sido utilizado de manera eficaz en gendmica estructural para
la deteccion de polimorfismos puntuales (Single Nucleotide
Polymorphisms o SNPs) y en las variaciones en el nimero de copias
(arrays-CGH), completando el procedimiento clasico de la HGC. Como
se citd la HGC tiene una capacidad de resolucion limitada y los cambios
que impliquen segmentos inferiores a 7-10 MB no se pueden detectar,

aunque pueden contener decenas de genes cuyo comportamiento se
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escapa al andlisis. Por medio de los microarrays-CGH, se combina la
tecnologia de los microarrays con la HGC, realizando la hibridacion
sobre segmentos de ADN de menor tamafio, clonados en forma de
Cromosomas Artificiales Bacterianos o Plasmidicos (BAC o PAC,
respectivamente). El nivel de resolucion pasa, por tanto, de cromosémico
a bacteriano o subcromosémico (150 Kb). Los segmentos de ADN
estudiados son secuencias conocidas y localizadas segiin los datos
previos del Proyecto Genoma Humano. Los primeros arrays usados
tenian alrededor de 3000 BAC por Mbp cubriendo el genoma con una

resolucion de un BAC por Mbp'%

. Actualmente mediante microarrays,
como los que nosotros empleamos en este trabajo, se estudian casi 30.000
genes, practicamente la totalidad de los genes descritos en todo el

genoma humano.

Una limitacion para realizar la técnica es la cantidad de tejido
necesario, aunque es menor que el que se necesita en la HGC clasica y
podria asi ser optimizado cuando se seleccionen “biochips” especificos

de 1000 genes®™*’.

Para finalizar se debe citar que los resultados de “microarrays-
CGH” son muy reproducibles, aportando gran cantidad de datos sobre la
regulacion génica en condiciones normales y patologicas. Los perfiles se
pueden utilizar para clasificar mejor los distintos tipos de cancer y verse

modificados por distintos estimulos internos o externos.
La validacion de estos analisis ha de realizarse mediante técnicas

de PCR cuantitativa para solventar algunos de los problemas que

presentan como:
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a) La naturaleza normalmente 1abil y diluida de las muestras
biologicas.

b) Relacion no equivalente entre los procesos moleculares y los datos

histopatologicos.

¢) Sensibilidad indeterminada a factores y procedimientos poco
estandarizados y controlados (temperatura y volimenes de disoluciones,
concentracion de ozono atmosférico).

d) Dependencia en instrumentacion calibrada de forma variable
(bafios termostatizados, escaneres).

e) Diversidad de procedimientos de procesamiento de datos.

f) Sistemas inapropiados de analisis de datos y escasez de recursos
bioinformaticos para el tratamiento y comprension de datos masivos.

h) Diversidad existente de alternativas plataformas tecnologicas con
variabilidad del proceso de produccion. Muchas de estas plataformas
estan “hechas en casa” por laboratorios de apoyo a la investigacion de

centros académicos.

Aunque esta tecnologia es revolucionaria y va a tener un gran
impacto en los proximos afios, ninguna técnica es suficiente para
contribuir por si sola al avance de las grandes cuestiones abiertas en la
investigacion biomédica del cancer. Lo importante son los conceptos y
las respuestas a las preguntas planteadas. No nos cabe duda que en este
aspecto los “microarrays CGH” (junto con los de expresion) van a ser
una herramienta que, una vez validada, permitira incorporara todas sus

aportaciones a la practica clinica®***’,
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HIPOTESIS

1.- Con la evidencia cientifica actual, se conoce que los PGL
familiares son una entidad genéticamente heterogénea. Hasta el momento
se han identificado mutaciones en los genes SDH y en los genes VHL,
RET y NF1 relacionados con la enfermedad, pero existe un porcentaje
variable en el que desconocemos la alteracion genética que origina el
PGL. Dada la diversidad y complejidad genética de estos tumores seria
necesario estudiar nuevos cromosomas o loci cromosdémicos con nuevos

genes implicados en la tumorigénesis de los PGL.

2.- En los PGLs de cabeza y cuello esporadicos aproximadamente
un tercio tienen alteraciones germinales que afectan al complejo SDH y
representan por lo tanto casos familiares ocultos. La alteracion genética

responsable de los dos tercios restantes no ha sido identificada todavia.

3.- Ademas, hasta ahora, ningtin estudio cientifico o base de datos
ha publicado un analisis de las alteraciones cromosomicas somadticas de
todo el genoma mediante microarrays-CGH en PGLs de cabeza y cuello
esporadicos o familiares. Este es un paso importante para conocer la

tumorigénesis en PGLs.

4.- Los efectos biologicos de las mutaciones identificadas en los
PGLs podrian hacer posible realizar un perfil de estas alteraciones en
cada paciente que podria aplicarse en el diagndstico precoz, tratamiento y
prondstico. Y asimismo, correlacionar las caracteristicas clinicas con una
alteracion genética determinada que permitiera priorizar la secuencia de

estudio de alteraciones genéticas en estos pacientes.
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OBJETIVOS

1.- Describir las mutaciones germinales de SDHB, SDHC,
SDHD, RET y VHL en pacientes que presentaban
paragangliomas de cabeza y cuello, familiares y esporadicos.

2.- Realizar un cribado de las alteraciones cromosomicas
somaticas en los paragangliomas mediante la técnica de
microarray-CGH.

3.- Buscar correlaciones entre los resultados génicos (de los
microarrays-CGH y del estudio de mutaciones) con los datos
clinico-patologicos de los pacientes.

4.- Establecer una secuencia de estudio de las mutaciones
germinales de los genes SDHB, SDHD, SDHC, VHL y RET
en relacion a los sintomas clinicos.
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MATERIAL Y METODOS

4.1.- SERIE CLINICA DE PACIENTES CON PGLs

Comprende 78 pacientes controlados en el servicio de
Otorrinolaringologia de Hospital Central de Asturias, con un total de 97
PGLs, ya que 6 pacientes presentaban PGLs multiples. Son pacientes con
el diagnostico de PGL de cabeza y cuello diagnosticados en el periodo

comprendido entre noviembre de 1980 y abril de 2005.

Se realizo un estudio retrospectivo

Los métodos diagnoésticos previos al tratamiento comprendieron:
historia clinica, exploracion otorrinolaringoldgica y neuroldgica,
audiometria, timpanograma, arteriografias, tomografia computarizada
(TC) y resonancia magnética (RMN). En los pacientes con clinica
sospechosa de tumor funcionante, se realizd una determinacion de
catecolaminas en orina. La duracion del seguimiento fue una media de 8

afios con un rango entre 1-19.
4.1.1. Serie clinica de los 72 pacientes con PGLs.

De los 78 pacientes (se excluyeron 6 pacientes de la serie inicial
por no ser localizados para realizar la extraccion sanguinea o haber
fallecido) los 72 pacientes estudiados eran 50 mujeres y 22 varones, con

una edad media de 50 afios (16- 79 afios).

Los sintomas y signos clinicos que presentaban los pacientes al

diagnostico se muestran en la Tabla I y, como es l6gico, variaban segun
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la localizacion del tumor. Se encontrd clinicamente afectado el nervio
facial en el momento del diagnostico en dos pacientes con
paragangliomas multiples. Se trataba en un caso de una paciente,
previamente intervenida de un paraganglioma carotideo, que presentaba
ademas un PGL vagal y otro timpénico, mostrando una paralisis facial
grado IV de House-Brackman que se mantuvo en el postoperatorio. La
otra paciente tenia PGLs carotideos bilaterales y otro yugular, cuya

sintomatologia debutd con una paralisis facial.

TABLA I.

Presencia de signos y sintomas en el momento del diagnéstico y
paralisis de pares craneales bajos en el preoperatorio:

Signos/sintoma N° de Pacientes (n=72)
PY PT PC PV
(n=29) (n=14) (n=20) (n=9)

Hipoacusia ........occeeviieniiniieiieiiieeceee e 20 14 0 0
ACULENOS .....eveiiiiiiiice e 21 14 0 0
Tumoracion de aspecto rojizo
€N Caja tIMPANICA ...vvveeieeiieeieeiieeie e eie e 2 14 0 0
VEITIZO .eevieniieiieeteeie ettt 10 3 0 0
OtOITEA ..ot 3 0 0 0
Sindrome de Collet-Sicard.............cccvveeureeeneen. 1 0 0 0
Tumoracion cervical .........cooveviviereinieeieneenne. 0 0 20 9
Distagia.....c.coeuieiieiiieieeee e 8 0 0 3
DiSfOnia ..cc.eevieeniiiiiiicee 8 0 0 3
Crisisde HTA ..o, 1 0 0 1
Paralisis de Pares craneales en el diagndstico:
m Ve 1 0 0 0
= VI 1 0 0 1
= X 4 0 0 1
m X e 10 0 1 4
m X 3 0 1 1
o XM 7 0 1 1

PT= Paraganglioma Timpanico. PY= Paraganglioma Yugular. PC= Paraganglioma Carotideo.
PV= Paraganglioma Vagal
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El estudio histopatoldgico definitivo fue realizado sobre la pieza
de reseccion quirurgica por un patdlogo experimentado en cabeza y
cuello en el Servicio de Anatomia Patolégica. El planteamiento
terapéutico fue realizado segin los protocolos establecidos en nuestro

servicio.

De esta muestra inicial se seleccionaron dos grupos en los que se
realizaron las técnicas descritas a continuacion. La separacion en estos
grupos se debid principalmente a la cantidad de material tisular
disponible y a la incorporaciéon progresiva de nuevos pacientes, asi como

de las técnicas.

4.1.2. Serie clinica de los 24 pacientes con PGLs estudiados mediante

microarrays-CGH.

Al final estudiamos 24 casos por microarrays-CGH.

En 72 pacientes se extrajo DNA genomico de 10 mL de sangre
extraida y conservada en tubos EDTA mediante los métodos estandar y
se analizaron las mutaciones en los genes SDHB, SDHC y SDHD, junto
a los genes VHL y RET (en este ultimo gen, unicamente los exones 10,

11, 13 y 16).
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Para hacer la seleccion de los pacientes y muestras para realizar la
técnica de microarrays-CGH se aplicaron los siguientes criterios de

inclusidn en el estudio:

1. Los pacientes no debian haber recibido tratamiento previo por su
tumor que incluyera cirugia o radioterapia en el cuello, area
donde se va a recoger la muestra tisular, ni quimioterapia
antineoplésica previa a la intervencion.

2. El tipo histopatologico del tumor debia ser paraganglioma,
requiriendo que el material fuera suficiente y estuviera en buen
estado.

3. EIl seguimiento clinico minimo debia ser de 2 afos o hasta el
fallecimiento del paciente, ajustdndose a los procedimientos
habituales de los centros hospitalarios.

4. No se estudidé mas de un miembro de la misma familia.

Finalmente se seleccionaron 24 pacientes para realizar el analisis

mediante microarrays-CGH.
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En la tabla II se describen las caracteristicas clinicas de los 24
pacientes seleccionados entre los 72 casos con PGLs de cabeza y cuello

descritos con anterioridad, para realizar el analisis mediante microarrays-

CGH.

De entre los 24 pacientes, 16 (67%) no tenian historia familiar
previa y 8 (33%) heredaron la enfermedad. Asimismo, en este grupo de
casos familiares, casi el 50% de los pacientes tenian PGLs carotideos
bilaterales, sincronicos o metacronicos.

Los PGLs timpanicos, sin embargo, se hallaban unicamente en los
casos esporadicos y presentaban un pequefio tamafio al diagndstico

(media de 0.8 cm).

Se realizé a los pacientes una medicion de los niveles de
catecolaminas en orina de 24 horas, pero unicamente dos pacientes (un

caso familiar y otro esporadico) tenian niveles elevados.

-74 -



MATERIAL Y METODOS

Tabla I1.

Caracteristicas clinicas de los 24 pacientes con paraganglioma en
los que se analizaron los genes SDHB, SDHC, SDHD, VHL y RET

mediante microarray-CGH

Caracteristicas Todos los pacientes Casos familiares Casos esporadicos

clinicas (n=24) (n=8) (n=16)
Mujeres 14 4 10
Hombres 10 4 6
Nimero:
Unico PGL 19 3 16
Multiple PGL 5 5 0
Edad Media
al diagnostico 42 37 47
PGL funcionante 2 1 1
(Secretor de Catecolaminas)
Tamafio tumoral medio 33 4 2.8
(en cm.)

Origen tumoral:

PGL carotideo 12 5 7
PGL yugular 11 5 6
PGL timpanico 2 0 2
PGL vagal 8 4 4
PGL Extra-adrenal 1 1 0
Recidiva 2 1 1
Metéstasis locorregional
/a distancia 1 0 1
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4.2.- MUESTRAS DE LOS PACIENTES CON PGLs

4.2.1.- Procesado de muestras.

El almacenamiento de las muestras sanas y tumorales frescas se
hizo en nitrogeno liquido (-70°C). Las muestras parafinadas se
almacenaron de forma habitual en el Servicio de Anatomia Patologica. El
trabajo de laboratorio se realiz6 en el Laboratorio de Otorrinolaringologia

del Instituto Universitario de la Universidad de Oviedo (IUOPA).

4.2.2. Extraccion de DNA.

Los protocolos de extraccion de ADN para todas las muestras se
realizaron en base al uso de columnas de afinidad (QIAamp®, QIAgen,
Valencia, CA, USA). Este “kit” contiene dos tampones de lisis (ATL y
AL), dos tampones de lavado (AWl y AW2) y un tampon de elusion
(AE).

4.2.2.1. A partir de tejido fresco.

Las 2 muestras que se utilizaron de tejido fresco, se descongelan
a temperatura ambiente en una placa Petri y, con ayuda de dos bisturis, se
disgregan mecanicamente cortandolas en pequefios fragmentos que son
depositados en un tubo de microcentrifuga de 1,5 mL.

A continuacion se realiza el lisado afiadiendo 200 pL del tampén

de lisis ATL y 20 pL de proteinasa K (concentracion de almacenamiento:
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10mg/mL). Se mezcla bien en un agitador y se deja incubando a 56°C en
una placa térmica con agitacion. A las 8 horas se vuelven a afiadir otros
20 pL de proteinasa K, se mezcla bien y se deja incubando a 56°C toda la
noche.

A la mafiana siguiente se afiaden 200 puL de tampdén AL, se agita
enérgicamente y se incuba a 70°C durante 10 minutos. A continuacion se
afiaden 200 pL de etanol absoluto y se agita enérgicamente durante 15
segundos para precipitar el ADN. Posteriormente se aplica el contenido
del tubo de microcentrifuga a una columna de afinidad (QIAamp®) que
se coloca en un tubo de recoleccion de 2 mL. La columna y el tubo de
recoleccion se centrifugan durante 1 minuto a 8.000 rpm y el filtrado es
eliminado. Maés tarde, se procede a la purificacion del ADN afiadiendo
sobre la columna 500 pL del tampon AWI, centrifugando a 8.000 rpm
durante 1 minuto. Tras eliminar el filtrado se continia con un segundo
lavado afiadiendo a la columna 500 pL del tampon AW2 y centrifugando
a 14.000 rpm durante 3 minutos. Finalmente, se coloca la columna de
afinidad en un nuevo tubo de microcentrifuga y se afaden 70uL del
tampon AE para eluir el ADN de la columna. Se incuba durante 5
minutos y se centrifuga 1 minuto a 8.000 rpm.

La concentracion y la pureza del ADN obtenido se determinan
midiendo su absorbancia a 260 nm y a 280 nm en un espectrofotometro.
La absorbancia a 260 nm nos indica la concentracion de ADN que
tenemos en nuestra muestra y la relacion A260/A280 el grado de pureza
de la muestra. Se consideran aceptables purezas con valores mayores de

L,5.
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4.2.2.2. A partir de sangre periférica.

El ADN control para MLPA fue obtenido a partir de sangre
periférica de donantes citogenéticamente sanos. La extraccion de ADN
de sangre no requiere disgregacion mecanica.

En un tubo de microcentrifuga se afiaden 200 uL. de sangre y se
procede al lisado de las células mediante la adicién de 200 pL del tampon
de lisis ATL y 20 pL de proteinasa K incubando las muestras a 56°C
durante dos horas. A continuacion se afiaden 200 pL de tampén AL, se
agita enérgicamente y se incuba a 70°C durante 10 minutos. El resto del
protocolo seria igual al descrito anteriormente para muestras en fresco a

partir del paso de precipitacion del ADN.

4.2.2.3. A partir del tejido en parafina.

Para extraer las muestras embebidas en parafina se emple6 el kit
QiAmp. El primer paso consiste en desparafinar la muestra. Se incubd
con xylol durante 10 minutos a 45° tras lo cual se centrifug6 a 14000 rpm
y se descarta el sobrenadante. Esta operaciéon se repitido 3 veces.
Posteriormente se realizaron 2 ciclos de centrifugacion a 14000 rpm
durante 10 minutos a 45° descartando el sobrenadante; en el primero se
afadio 1 ml de MeOH y en el segundo 1 ml de PBS. A continuacion se
afiadio 1 ml de NaSCN a concentracion 1 M y se incubd durante toda la
noche en una placa térmica con agitacion a 37°. La mafana siguiente se
centrifugd el tubo eppendorf durante 10 minutos a 14000 rpm y se

descartd el sobrenadante. Seguidamente se afiadio 1 ml de PBS y se
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centrifugd 10 minutos a 14000 rpm con el fin de eliminar los restos de

NaSCN y se desech6 nuevamente el sobrenadante.

Una vez esta desparafinado, se procedio a la lisis de las muestras.
Se aniadieron 200 pl de buffer de lisis ATL del kit QiAmp junto con 20 pl
de proteinasa K ( a concentracion de 20 mg/ml); esta mezcla se incubd a
55° durante toda la noche y el dia siguiente en una placa de agitacion
térmica, afiadiendo 20 pl de proteinasa K al inicio y final del dia. Tras 2
dias y 2 noches de lisis, se afiadieron 200 pl de tampon AL ( QiAgen) y
se incubd 10 minutos a 70 °C; al producto resultante se le afiadieron 200
ul de EtOH al 100% y tras mezclar y centrifugar, se procedio al siguiente
paso.

El siguiente paso consiste en la precipitacion del DNA. Para ello,
se transfiere el producto resultante del paso anterior a una columna de
afinidad que se colocod sobre un tubo colector de 2 ml. Se realizé una
centrifugacion a 8000 rpm durante 1 minuto del conjunto columna y tubo

colector, descartando el eluido.

Llegados a este punto, se anadieron sobre la columna 500 pl del
tampon AW1 y se centrifugd 1 minuto a 8000 rpm eliminando el filtrado.
Se repiti6 el lavado con el tampon AW2 y se centrifugd 3 minutos a
14000 rpm, descartando nuevamente el filtrado y transfiriendo Ia
columna a un tubo eppendorf. Para concluir con la extraccion, se debe
soltar el contenido de DNA que permanece en la membrana de afinidad.
Para este fin, se afiadieron 70 ul de buffer AE (Qiagen) y se dejo 5
minutos a temperatura ambiente; después se centrifugd 1 minuto a 8000

rpm y finalmente se almaceno el DNA a 4°C.
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4.3.- LA TECNICA DE MICROARRAYS CGH.

Los arrays CGH se emplearon para analizar las alteraciones
genéticas somaticas, y se realizaron segun la técnica previamente descrita

por Carvalho y cols'®.

En resumen, la muestra y el control de ADN se marco de forma
diferente. Se hibridaron 300 ng de cada ADN con un 30K array (60-mer
oligo’s, disefiados por Compugen y sintetizados por Sigma-Genosys), €

impresos en portas activados de Codelink (Amersham).

Este array contiene 29.134 oligonucledtidos que representan a
unos 28.830 genes diferentes. La hibridacion se realizé en dos noches en
una camara de hibridacion especializada (Perkin Elmer HybArray 12™),
Las imagenes fueron obtenidas usando un Agilent DNA Microarray

Scanner.

La extraccion de los datos y el andlisis cuantitativo se realizaron

por BlueFuse (BlueGnome, Cambridge, UK).

BlueFuse es un programa para alinear sobre la plantilla los spots y
calcular la intensidad de los sefiales en rojo y en verde, y el cociente entre
los dos. También evaliia posibles desperfectos en los spots y da un valor

p de confianza. Valores <0,10 no se usan en la interpretacion.

El DNA control de mujer sirvid6 como referencia y control de
calidad. Debido a que todos los tumores provienen de hombres, los
clones X normalmente mostraron pérdidas mientras que los clones de Y

siempre mostraron importantes ganancias.
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Se realiz6 una normalizacion estadistica de los indices calculados
a partir de la media de todos los indices. Los graficos se hicieron con una

media variable de log2 de indices de 5 clones vecinos.

Las ganancias y las pérdidas se definieron como desviaciones de 0,2 o
mas del log2 de indices = 0. Se consideré amplificaciéon cuando al menos

dos clones vecinos alcanzaban un log2 indice de 1,0 o mayor. (Figuras

13-14)

Micro-array CGH - principio

5.y —

Analisis Digital de Image

1@
Hibridacion In Situ > ®
1 -

Microscopia de Fluorescencia

Figura 13.

Técnica de los microarray-CGH.
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Figura 14.

Representacion grafica de un microarray-CGH
donde se muestran los picos de ganancias en los

cromosomas 11, 12 y 13.

4.3.1.-Andlisis estadistico.

El tratamiento estadistico de las wvariables descriptivas y
longitudinales se realizd mediante el paquete informatico “Statistical
Package for the Social Science”, SPSS version 11.0 para Windows
(SPSS® Inc. Illinois, EE.UU).

La asociacion de caracteres cualitativos se llevd a cabo mediante

la Prueba de Correlacion %> de Pearson o la Prueba Exacta de Fisher
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cuando existian celdas con menos de 5 individuos. El nivel de

significacion se fijo para una p menor o igual a 0,05 (p<0,05).

4.4.- ESTUDIO DE LAS MUTACIONES GERMINALES EN LOS
GENES SDHB, SDHC, SDHD, RET Y VHL

4.4.1. Andlisis genético molecular.

Se extrajo DNA gendémico de 10 mL de sangre extraida y
conservada en tubo EDTA mediante los métodos estandar de los 72
pacientes, y se analizaron las mutaciones mediante secuenciacion directa

por PCR en:

e Los ocho exones de SDHB;

e Los cuatro exones de SDHD;

e [ os seis exones de SDHC;

e Lostres exones de VHL; y

e Losexones 10,11, 13y 16 de RET.

En la siguiente tabla III se muestran los primers empleados para el
estudio de las distintas mutaciones en los genes VHL, RET y SDH en los
PGLs de cabeza y cuello:
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mutaciones en PGLs de cabeza y cuello.

VHL | exon primer F primer R Temp | MgCl2 | DMSO | ciclos
[ 82 (TCCGGCCCGGGTGGTCTGGAT) 83 (TGCTATCGTGCCAGACTTCGG) 60 2 2 3
2 84 (ATTACAGGTGTGGGCCAC) 85 (AACGGACTACAGTCCGTGCC) 62 2 0 30
3 86 (GTTCCTTGTACTGAGACCCTA) 87 (AATGTGACAAAGTAGAGTCG) 62 2 0 30
RET 10 524 (AGGAGGCTGAGTGGGCTACG) 525 (GTGTAGACTCCAGGGTTGTTCC) 60 2 0 3
11 107 (TACCCAGTGGTGCCCAGCCT) 108 (TCGACGGAAGGTCCCTCCCT) 62 2 0 3
13 109 (CTTCCAGGAGCGATCGTTTG) 110 (GTCGGTGACGTGGGTCCGAC) 62 2 0 3
16 115 (TCCTTCCTAGAGAGTTAGAG) 116 (CCTCCAATGTCTTTGTGGGA) 58 2 0 3
SDHB | 1 {gtaaaacgacqgecagigecgetactgeqetatty caggaaacagetatgacegetticcigactttice 5% | 15 0 3
2 gtasaacgacggecagitelgttgtgccageaaaatg caggaaacagclatgacegecticcaaggatgigaaaa % | 15 0 3
3 {gtaaaacgacggecagtacatecaggtototecgatt caggaaacagetatgacccaagectctitggaagacca i 15 0 3
4 {gtaaaacqacqqecagtattiggggeaggactqatic caggaaacagctatgacceaaatectycectgaaaaac % [ 15 0 3
5 fgtaaaacgacggecagtaagetgaggtoatgatggaa caggaaacagetatgacccacactectggeaatcatett 9 15 0 3
b | tgtaaaacgacqgecagicaagtagqcactigticatge caggaaacagctatgacclggetggetiacageaaet % | 15 0 3
i fgtaaaacgacggecagteecagagetiigagttoage caggaaacagetatgacctaggatigetcteigecaat 9 15 0 3
8 tgtaaaacgacggecagtggttitcoctiicagtitca caggaaacagotatgaccigetgtaticatggaaaaccaa 5% | 15 0 3
SDHC | 1 {otaaaacgacggecagigtoacatgacaccoocaac caggaaacagetatgaccoccaggeacaggataaacag 5 | 15 0 3
2 | fqtaaaacgacggecagitctateceticaccectaaaaa caggaaacagctataccagegagacteegiotcaaaa % [ 15 0 3
3 | totaaaacgacgqecagtaaacqtiatgcaaaatatiaaaccaa caggaaacagetatgaccecticagaactticacceact 9 15 0 3
4 | Igtasaacgacgqccagigccaagatagactcictactatggty | - caggaaacagetatgacciicaaaggagqeggagacta | 15 0 3
5 {gtagaacgacggecagicaggggtoccagttitatgt caggaaacagetatgaccagtctececacteecticac % | 15 0 3
BA | totemaacgacggecagttittgcitigtccacagATG caggaaacagclatgaccaaggagaactiticceagge 5% | 15 0 3
6B | tgtasaacgacggecagtaaggiggggeataagggtay | caggaaacagetaigaccGCCCCATAGAGGACAACACA| 55 | 15 0 3
SDHD | 1 gtaaaacgacggecagtgticacccageattioctet caggaaacagclatgacclyctgtgatiicgatattitc % | 15 0 3
2 {gtasaacgacggecagiatgttatcocctatitatigtt caggaaacagetatgacctotgeccaaaggtgtaaacta 9 15 0 3
3 | tgtaaaacgacggecagicatigagataccciigttotgctaa caggaaacagctatgaccitcaatcaacticteccicata % | 15 0 3
4 | totaaaacgacggecagiotggagtogeaaatggagaca caggaaacagctatgaccietgttatiteitecttatigtga % | 15 0 3
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Las mutaciones se analizaron mediante secuenciacion directa por
PCR empleando el Analizador Genético “ABI PRISM 3100 Genetic
Analyzer” (Applied Biosystems, Perkin Elmer, USA). Se realizé una

confirmacion de las secuencias “sense” y “antisense”.

4.4.2.- MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification)

En paralelo, ademas se emple6 un kit de MLPA (Multiplex
ligation-dependent probe amplification) para VHL, SDHB, SDHC vy
SDHD que se realiza segun el protocolo de la MRC-Holland, que

comercializa los reactivos empleados.

4.4.2.1.- Fundamento de la técnica.

La MLPA es una técnica de biologia molecular descrita por

Schouten' que permite amplificar en un Unico experimento, mas de 40
secuencias distintas d¢ ADN o ARNm. Para su realizacion es necesario
disponer de una cantidad minima del acido nucleico a estudio (20 ng. son
suficientes), un kit de oligonucledtidos complementarios a las secuencias
diana del ADN problema, un termociclador para amplificar mediante
PCR (Polymerasa Chain Reaction) las sondas hibridadas y un método de
electroforesis en gel o capilar, para separar e identificar los productos

amplificados en funcion de sus diferentes tamafios.
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Destacan dos peculiaridades en el método:

1. Para reconocer las secuencias diana del ADN a estudio, se
emplean dos oligonucledtidos que hibridan en regiones
inmediatamente adyacentes para posteriormente unirse por accion
de un enzima especifico (ligasa termoestable), formando una
cadena unica y pudiendo entonces ser amplificadas mediante
PCR.

2. Como todas las sondas cuentan con secuencias idénticas de bases
en sus extremos 3" y 5, basta una pareja unica de “primers” para

la amplificacién simultanea de las mismas.

Hay que tener en cuenta que no se amplifican las secuencias diana del
ADN a estudio, sino las sondas empleadas para su deteccion. Cada una
de ellas esta constituida por una secuencia de 50-70 nucledtidos, que es la
que participa directamente en la hibridacion y por otra “no hibridante”,
de longitud variable, que es la que permite que los productos
amplificados tengan distinto tamafio dentro de un rango entre 130-480
pares de bases y, de ese modo, separarse mediante técnicas de

electroforesis (Figura 15).

Finalmente, tras analizar los productos de la reaccién mediante el
software Genescan, se obtiene un perfil en el que cada producto
amplificado genera un pico de fluorescencia, con area proporcional al
numero de copias de esa secuencia en el ADN estudio. Para relativizar
los resultados, se divide el area de cada pico entre la suma de todas las
areas-pico del perfil y se compara el area-pico relativa de cada producto
de amplificacion con su homologa dentro de un perfil de control,

obtenido a partir de ADN de tejido sano. Las relaciones se consideran
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significativas cuando son inferiores a 0,7 o superiores a 1,30;
interpretando las primeras como pérdidas y las segundas como ganancias

de la secuencia correspondiente (Figura 16).

e El DNA a estudio se desnaturaliza e hibrida con una mezcla de 40 sondas

e (Cada sonda de MLPA consta de 2 oligonucleétidos, uno sintético y otro

derivado del fago M13
PCR Primer PCR Primer
Secuencia Y \( Secuencia X

\ Secuencias “de relleno”

(diferente para cada
sonda)

Secuencias

> \< > Las 2 partes de cada
sonda hibridan con
\ \ secuencias
—— —— adyacentes y se unen
por accion de una

y Diana , Diana licaqa
3 5 3 5

Todas las sondas

hibridas se
F I_ amplifican mediante
PCR y con 1 sélo par
5 3 5 3 de cebadores

| ; !
AL UM A sk

<l S e

e Los productos amplificados se separan mediante electroforesis
e La cantidad relativa de sondas amplificadas refleja el n° relativo de copias

de la secuencia diana

Figura 15.- Bases moleculares de la MLPA.
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I

Paciente con nérdida del exon 13 en BRCA1L

Ef\ il H e

Figura 16.
Perfiles de ADN control versus ADN problema tras el analisis

mediante electroforesis capilar (pérdida del exon 13 en BRCA 1)

Para confirmar las delecciones que se objetivaron afectas se

empleo de nuevo una PCR multiple.

Como controles, se empled sangre de 100 donantes voluntarios

blancos sanos que eran originarios de del Centro Comunitario de Sangre

de Asturias.
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4.4.3.-. Algoritmo empleado para priorizar el anélisis de los genes
SDHB, SDHC y SDHD.

1° PASO PREDICTORES

Historia deantecedentes familiares
Feocromocitoma
Multiples tumores
Edad = 40
Hombres

5...395@:‘.@ y b ...P.Qiiﬁ:@.i
SDHC SDHC
Figura 17.
Algoritmo empleado para priorizar el analisis de los genes SDHB,
SDHC y SDHD.
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Una vez realizado el andlisis mutacional de todos los genes
implicados en los PGLs familiares y establecida la correlacion con los
datos clinicos, se estudio la secuencia ideal de analisis de los distintos
genes con la finalidad de estudiar primero aquel gen que tuviera
probabilidad de estar mutado de acuerdo con las caracteristicas clinicas.
De esta forma si el gen mutado aparece de primeras, seria innecesario
continuar con el estudio de los restantes, ya que no se han descrito

mutaciones dobles, lo que abarataria considerablemente los costes.

Para priorizar en la decision de cual es el gen que debemos
analizar primero y en que orden continuar se ha seguido el algoritmo
sugerido por Neumann et al, en un estudio multiinstitucional actualmente
en elaboracién en el que participamos con nuestros casos (Fig. 16). Asi,
los tumores multifocales y con antecedentes de historia familiar son
altamente predictivos para mutaciones en el gen SDHD. Igualmente, los
tumores Unicos y malignos se asocian con mutaciones en SDHB. El
hecho de no presentar antecedentes de historia familiar es predictivo para
mutaciones en SDHC. Finalmente, so6lo en situaciones muy poco
frecuentes, en el caso de no detectar mutaciones en el gen SDH, se
deberia considerar valorar el analisis de las mutaciones en los genes VHL

y RET.

En la figura 16 se describe el algoritmo para realizar el estudio de
las mutaciones en los genes SDHB, SDHC y SDHD, mediante el cual se
consigue reducir el coste aproximadamente de un 60% manteniendo una
sensibilidad de un 91.3% y un valor predictivo negativo de 94.2%, La

proporcion de casos “mal clasificados™ entre los pacientes con mutacion
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germinal fue de un total de 8.7% de todos los casos con mutacion

hereditaria.
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5.1. RESULTADOS CLINICO-PATOLOGICOS.

5.1.1 Caracteristicas demograéficas y clinico-patologicas.

En la tabla que se muestra a continuacion (Tabla IV) se analizan
las diferentes caracteristicas de los PGLs que presentaban los 72

pacientes de la serie.

Se trataba de 20 PGLs carotideos, 29 yugulares, 14 timpanicos y 9
vagales.
Eran mas prevalentes en mujeres (50:22) y 16 casos (fundamentalmente
PGL yugulares en un 50%) pertenecian a pacientes con una edad igual o
inferior a 40 afios.
58 casos eran esporadicos y 14 familiares, de los cuales 43% eran

carotideos, 36% yugulares y 21% vagales.

Los 6 tumores que recidivan son todos ellos casos yugulares,
PGLs grandes y en los cuales influyé la localizacion para conseguir un

buen abordaje con exéresis completa.

Son de destacar los hallazgos en los PGLs timpanicos, benignos
en su totalidad, de los que no recidivé ninguno y se manifestaron tnicos
en todos los casos, ocurriendo significativamente en mujeres

fundamentalmente (12:2) y sin mutacidon germinal asociada.
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Caracteristicas de los 72 pacientes de la serie con PGLs de cabeza y

cuello.
20 29 14 9
Pgl carotideos | Pgl yugulares | Pgl timpanicos | Pgl vagales
50 mujeres 13 19 12 6
22 hombres 7 10 2 3
16 <40a 2 8 2 4
56 > 40a 18 21 12 5
70 benignos 20 27 14 9
2 malignos 0 2 0 0
70 sin Feocromocitoma 19 28 14 9
2 com Feocromocitoma 1 1 0 0
66 unicos 18 28 14 6
6 multiples 2 1 0 3
58 esporadicos 14 24 14 6
14 familiares 6 5 0 3
66 no recidivan 20 23 14 9
6 recidivan 0 6 0 0
68 No funcionantes 18 28 14 8
4 Funcionantes 2 1 0 1
46 Sin Mutacion 11 17 14 4
26 Con Mutacion 9 12 0 5
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5.1.2. Tratamiento y evolucion postoperatoria de los PGLs.

Se empleo la radiocirugia como Unico tratamiento en 3 pacientes
con PGL yugulares que presentaban PGL multiple, para reducir los
riesgos de la cirugia.

En 4 pacientes mayores de 60 afios (3 casos con PGL yugular y 1
caso de PGL vagal) se optd por una conducta expectante con estudios de

imagen seriados.

Pasamos a describir a continuacion los abordajes quirrgicos
empleados seguin la localizacién del tumor fueron los siguientes (tabla

V):

— Paragangliomas yugulares y timpanicos. En los PGL timpénicos se
realizaron 14 abordajes otologicos exclusivamente, y el abordaje
transmastoideo (generalmente con timpanotomia posterior ampliada) fue
la técnica mas empleada (10 casos frente a 4 en que se realizd un
abordaje endomeatal). En los pacientes con PGL yugulares se utiliz6 el
abordaje infratemporal tipo A de Fisch, con o sin modificaciones. En un
paciente se usO la radiocirugia como tratamiento postoperatorio al no
conseguirse extirpar el tumor completamente por presentar un amplisimo
crecimiento hacia la fosa craneal posterior. Con ello se logré la
estabilizacion del tumor, sin que mostrara ningiin signo de crecimiento

durante el seguimiento ulterior inmediato a los 5 afios.

— Paragangliomas carotideos. En los 20 pacientes se realizd un abordaje

cervical; 2 de ellos tenian tumores multicéntricos.
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— Paragangliomas vagales. El abordaje empleado con mayor frecuencia
fue el cervical principalmente y en el resto de los casos se utilizdé ademas

el abordaje infratemporal tipo A, al extenderse a la fosa yugular.

Tabla V.
Tipo de abordaje quirurgico realizado:

TRATAMIENTO TirO DE TUMOR

- Abordaje Endomeatal ............c.ccceuveennenn. 0 4 0 0
- Abordaje Transmastoideo........................ 0 10 0 0

- Abordaje infratemporal Fisch tipo A
ClASICO et 15 0 0 0

- Abordaje infratemporal Fisch tipo A
sin transposicion del facial ...................... 7 0 0 2

- Abordaje infratemporal Fisch tipo A
mediante receso facial ampliado.............. 1 0 0 0
- Abordaje cervical.......ccceeviieriiiieniieen. 0 0 20 6
TOTAL 23 14 20 8

PT= Paraganglioma Timpanico. PY= Paraganglioma Yugular. PC= Paraganglioma Carotideo.
PV= Paraganglioma Vagal

Las complicaciones no neurolodgicas posquirirgicas mas
relevantes fueron la infeccion (7 casos) y la fistula de liquido
cefalorraquideo (4 pacientes, de los que 2 precisaron intervencion
quirargica  para  cerrarla). Las complicaciones neurologicas
posquirurgicas mas frecuentes fueron la paralisis facial y de los pares

bajos.
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En la tabla VI se cuantifican dichas secuelas. Se encontro
clinicamente afectado el nervio facial antes de la intervencion en 2
pacientes con PGL multiples. Se trataba en un caso de una paciente,
previamente intervenida de un paraganglioma carotideo, que presentaba
ademas un PGL vagal y otro timpanico y mostraba paralisis facial grado
IV de House-Brackmann que se mantuvo en el postoperatorio. La otra
paciente tenia PGL carotideos bilaterales y otro yugular, cuyos sintomas

se iniciaron con pardlisis facial.

Como resultado de la intervencion, se objetivo algun grado de
paralisis o paresia facial en el 81 % de los pacientes en el postoperatorio
de los PGL yugulares y en un 21% de los pacientes con PGL vagales, que
se recuperaron posteriormente. En los PGL yugulares se realizaron 18
transposiciones completas del nervio facial mediante un abordaje
infratemporal de Fisch tipo A cldsico, mientras que en 11 pacientes se
llevo a cabo un abordaje infratemporal modificado sin transposicion del
nervio facial. En 3 pacientes con PGL yugulares se precisé un injerto del

nervio facial por invasion de éste
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Tabla VI.

Las complicaciones neurologicas posquirirgicas mas frecuentes:

Signos/sintoma N° de Pacientes
PY PT PC PV

Paralisis de Pares craneales en el postoperatorio:

VI 25 0 0 4
S IX 10 0 4 1
= X s 9 0 3 6
= X 8 0 1 1
= XL e 10 0 3 3

PT= Paraganglioma timpéanico. PY= Paraganglioma Yugular. PC= Paraganglioma carotideo. PV=
Paraganglioma Vagal

La funcion facial postoperatoria en los PGL yugulares
intervenidos mediante transposicion permanente fue de grado I-III de
House-Brackmann en el 35 % de los pacientes y de grado IV-VI en el 65
%, y se recuperaron progresivamente en las revisiones posteriores. En los
casos mas afectados (grados IV-VI) se consiguié una mejoria en la
funcionalidad del nervio hasta llegar a un grado III. Por el contrario, en
los pacientes intervenidos sin transposicion del nervio facial, la funcion
facial postoperatoria fue de grado I-III de House-Brackmann en el 77 %
de los casos y de grado IV-VI en el 23 % restante, y se recuperaron como
en el caso anterior paulatinamente hasta llegar a un grado III en los casos
mas afectados. Ademads, una paciente intervenida por un paraganglioma

yugular que present6 10 anos después una importante recurrencia tratada
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con radiocirugia, desarrolld entonces una paralisis facial grado VI de

House-Brackmann por invasion del nervio.

El X par craneal se encontraba afectado antes de la intervencion
en 10 (30 %) pacientes con PGL yugulares y en 4 (31 %) que
presentaban PGL vagales. Ademas de estos pacientes, en el
postoperatorio aparecid una nueva paralisis en 9 (27 %) pacientes
intervenidos de PGL yugulares y en 6 (46 %) de los vagales.

La parélisis vagal condiciond en el postoperatorio problemas
deglutorios y de broncoaspiracion, particularmente en los pacientes de

mayor edad, y fue necesario realizar una tiroplastia en 7 de ellos.

De los 97 PGLs correspondientes a los 72 pacientes hubo 6
recurrencias, todas en pacientes con PGL yugulares, de los que 2 (33 %)
eran casos familiares. En 4 pacientes se tratdo de una recurrencia pequefia
y limitada, que se control6 en dos de ellos mediante rescate quirurgico y
radioterapia postoperatoria; y en dos casos con Gamma Knife, mientras
que en los pacientes restantes, que presentaron una recurrencia
intracraneal pequeia, se adoptd una actitud expectante con estudios de
imagen anuales; en todos los casos la recurrencia se mantenia

estacionaria a los 5 afos.
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5.2. ESTUDIO DE LAS MUTACIONES GERMINALES EN LOS

GENES SDHB, SDHD, SDHC, VHL Y RET.

La tabla VII muestra las caracteristicas demograficas y clinico-

patolégicas en los pacientes de la poblacion a estudio, que son de

caracteristicas

publicaciones

similares
105,106

a

las descritas

previamente

en otras

Tabla VII. Caracteristicas Demograficas y clinico-patoldgicas en pacientes con y
sin mutacion en SDHB, SDHC y SDHD.

Mutacion

Mutacion

Parametros clinicos | Variables | Todos . iy SDHB | SDHC | SDHD
negativa | positiva

SEXO Mujeres 50 36 14 6 0 8
Hombres 22 10 12 8 0 4

EDAD<40 No 56 39 17 8 0 9

Si 16 7 9 6 0 3

Benigno 70 44 26 14 0 12

MALIGNIDAD Maligno 2 2 0 0 0 0

Si 6 0 6 0 0 6

FEOCROMOCITOMA | No 70 45 25 14 0 11
Si 2 1 1 0 0 1

HISTORIA FAMILIAR | No 58 46 12 7 0 5
Si 14 0 14 0 7

RECIDIVA No 66 42 24 13 0 11
Si 6 4 2 1 0 1

FUNCIONALIDAD No 68 44 24 14 0 10
Si 4 2 2 0 0 2

Total 72 46 26 14 0 12
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De los 72 pacientes diagnosticados de PGLs de cabeza y cuello,
14 (19%) casos tenian historia familiar y 58 (81%) pacientes se

consideraban casos esporadicos.

En general, 26 pacientes (36%) mostraron una mutacion germinal
patogénica en los genes SDHB o SDHD. En ninglin caso se objetivo
mutacion en ambos genes de manera simultinea: 14 casos presentaban

mutacion en el gen SDHB y en 12 se hallaba mutado el gen SDHD.

No se objetivaron mutaciones o delecciones en exones de los

genes SDHC, VHL o RET.

Se identificaron 12 casos “familiares ocultos” de entre los casos
considerados esporadicos previamente, ya que presentaban mutacion

germinal en los genes SDHB/SDHD (7 / 5 respectivamente).

No se aprecié diferencia en la distribucion de las mutaciones
SDHB y SDHD entre los PGLs familiares y esporadicos; y tampoco
habia diferencias significativas respecto a la edad al diagnostico de los
pacientes con mutacion germinal SDHB y aquellos que tenian mutacion
SDHD. Asi, la edad media al diagnostico de los pacientes con mutacion

SDHB era de 43 afos y en los pacientes con mutacion SDHD de 44 afos.
Ademas, la mutacion SDHB se hallaba mas frecuente en los casos

yugulares (64%) y la mutacion SDHD en los PGLs carotideos (50%),

pero esta asociacion era estadisticamente no significativa. (Tabla VIII)
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RESULTADOS

Relacion de las mutaciones en SDHB, SDHC y SDHD con la

variedad de PGL carotideo, yugular, timpanico y vagal.

20 29 14 9
Pgl carotideos | Pgl yugulares | Pgl timpanicos Pgl vagales

MUTACION SDHB 17 20 14 7
14 pacientes 3 9 0 2
MUTACION SDHC 20 29 14 9
0 pacientes 0 0 0 0
MUTACION SDHD 14 26 14 6
12 pacientes 6 3 0 3

Se trataba de tumores principalmente benignos (70 casos) y

unicamente dos casos fueron malignos, ambos esporadicos y sin

mutacion germinal (s6lo en un caso se encontré6 un polimorfismo de

SDHB).

Se hallaron 6 pacientes con PGL multiples, todos ellos

presentaban de manera estadisticamente significativa con una p=0,0092

una mutacion germinal en SDHD y ademads, dos pacientes del estudio (un

caso familiar y otro esporadico) presentaban ademds un feocromocitoma

abdominal.
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Dentro de toda la serie, en su mayoria eran tumores no
funcionantes, salvo en 4 pacientes (en dos de los cuales se objetivd una
mutacion en SDHD) que presentaban niveles elevados de catecolaminas

en orina.

Durante el seguimiento, se constaté la recidiva tumoral en seis
pacientes con PGLs yugulares (un caso familiar con mutacion en SDHB
y cinco esporadicos, donde Unicamente en un caso se objetivd una
mutacion germinal del gen SDHD). Todos habian sido intervenidos
previamente de un PGL yugular con una tamafio aproximado de 5 cm al

diagndstico.

Tan s6lo se objetivaron metastasis locorregionales en un paciente
con un tumor esporadico, en el cual no se hall6 ni mutacion en la linea

germinal ni alteraciones en el estudio de microarrays-CGH.

Como ya referimos con anterioridad, del total de 72 pacientes
estudiados, Unicamente se objetivd mutacion germinal en los genes
SDHB o SDHD en 26 casos: 14 casos (54%) con mutacion en el gen
SDHB, y 12 casos (46%) en el SDHD. El tipo de alteracion, localizacion
en intron/exon, posicion del nucledtido alterado, cambio del nucledtido
especifico y sustitucion correspondiente de aminoacido se resumen en las

tablas [IX y X.
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Tabla IX.

Mutacion germinal del gen SDHB.

Tumor Sexo Edad al Caso Mutacion (cDNA Consecuencia Exon
inicial diagnéstico | familiar Nucledtido) (codén y
aminoacido)
Pgl yugular | M 61 No c.166_170delCCTCA pPro56fs 2
(X5)
Pgl yugular A% 31 No 269G>A p-Arg90GIn 3
Pgl yugular | M 32 Si c.277T>C CI93R 3
Pgl yugular | V 39 Si ¢.293G>A CI98Y 4
*%
Pgl yugular \% 16 Si ¢.312InsCACTGCA p.Ile105fs 4
(X15)
Pgl yugular A% 39 No c.540G>A p-Leul80Leu 5
Pgl vagal M 29 Si c.557G>A p.Cys186Tyr 6
Pgl \% 70 Si c.589C>T p-Pro197Ser 6
carotideo
Pglyugular | M 47 No ¢.589C>T p-Pro197Ser 6
Pgl yugular \" 43 No ¢.688C>T Arg230Cys 7
Pglyugular | V 50 No c.689G A p-Arg230His 7
Pgl M 54 No c.725G>A p-Arg242His 7
carotideo
Pgl M 45 Si c.761C>T P254L 7
carotideo ok
Pgl vagal v 42 Si deletion Bex3 (mlpa) 3

Sexo: V, Varon. M: Mujer. ** Mutacion no descrita previamente en la literatura.
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Tabla X.

Mutacion germinal del gen SDHD.

RESULTADOS

Tumor Sexo Edad al Caso Mutacion (cDNA Consecuencia Exoén
inicial diagnéstico | familiar Nucledtido) (codén y
aminoacido)

Pgl carotideo | V 43 Si c50G>T R17L 1
sk

Pgl carotideo | M 45 Si cl4G>A p-Trp5X 1

Pgl carotideo | V 48 No c.53-2 A>G 2

Pgl carotideo | M 53 No c.106C>T pGIn36X 2

Pgl yugular M 46 Si c.120- p-11e40fs(X25) 2

127Del CCCAGAAT
Pgl yugular M 46 No ¢.230T>G p-Leu77Arg 3
Pgl Vagal 60 No c.234 243delTCTGCTT p.Gly78£5(X3) 3
CCG

Pgl Vagal M 24 No ¢.337_340DelGACT p.-Asp113f5(X3) 4

Pgl carotideo | V 44 Si ¢.337-340DelGACT p-Asp113£s(X20) 4
sk

Pgl Vagal A% 40 Si ¢.337-340Del GACT p.-Asp113f5(X20) 4
sk

Pgl yugular 50 No c.367G>A p-Alal23Thr 4

Pgl carotideo 22 Si ¢.386dupT p-Leul29fs 4

Sexo: V, Varon. M: Mujer. ** Mutacion no descrita previamente en la literatura.
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En el gen SDHB, las mutaciones ocurrian en los exones del 2 al 7,
pero no en el 8, mientras que en el gen SDHD las mutaciones se
distribuyeron en todos los 4 exones, siendo mas frecuentes en los exones

4y2.

En ambos genes, se hallaron mutaciones missense, nonsense,
frameshift y splice Las mutaciones en SDHD eran fundamentalmente
frameshift (50%), el resto de consistian en: 3 mutaciones missense, 1
splice y en 2 casos se desconocia el tipo de mutacion. Sin embargo, las
mutaciones en SDHB eran basicamente missense (71%), y en 2 pacientes
se objetivd una mutacion framseshift, otro caso era portador de una
mutacién splice y en otro paciente, un caso familiar que presentaba un
PGL vagal, se objetivo una deleccion del exén 3 del gen SDHB mediante

MLPA.
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5.2.1.-Algoritmo empleado para priorizar el analisis de los genes SDHB,

SDHC y SDHD.

72

1° PASO PREDICTORES

Historia de antecedentes familiares
Feocromocitoma
Multiples tumores

Edad < 40

Hombres
35 37
(4mut)

No Predictor

Al menos un
predictot
NO
2° PASO PREDICTORES SCREENING

29 NUMERO 6

UNICO PGL Desconocido MULTIPLE PGL
BIOLOGIA
Posiive. spHB <@~ PGL MULTIPLE Desconoc PGL SDHD ---ositva
ido MALIGNO
13 2 - 6
2 2
s HISTORIA 2
FAMILIAR P
sTop <% spHD Negativa Positiva spHB "% sToP
z z
[0}
3 g %
s 5
Positiva SDHC SDHC Positiva
Figura 17.

Algoritmo empleado para priorizar el analisis de los genes SDH con
los resultados de nuestra serie.
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Tras realizar un andlisis de las mutaciones germinales en relacion
a los sintomas clinicos obtenemos los parametros clinicos que pueden
ayudar a predecir las mutaciones y son de utilidad para priorizar el
analisis de las mutaciones en los genes SDH y reducir los costes en el
estudio de los pacientes con PGLs, que son los siguientes: una edad al
diagnoéstico < 40 afios, (p=0.0012), varones (p=0.05), PGLs carotideos
(p=0.015) y el hecho de presentar PGLs multiples (p=0.0092).

En nuestra serie de 72 pacientes con PGLs de cabeza y cuello,
unicamente 35 casos tenian por lo menos un pardmetro de las
caracteristicas clinicas predictoras para presentar PGLs (“predictores del
primer paso”).

Asi, aplicando el Algoritmo para priorizar el estudio genético de
mutaciones SDH, solo 22 pacientes tenian un estudio genético positivo.

No se objetivaron caracteristicas predictoras en 37 casos; sin
embargo, en 4 (15%) de estos pacientes habia una mutacion germinal de

SDHB/SDHD.

Con este modelo, en el que se analizaron Unicamente los pacientes
que presentaban al menos una de las caracteristicas predictoras, se
consiguid una sensibilidad del 85%, con un valor predictivo negativo del
89%, asi como una especificidad del 72% y un valor predictivo positivo
del 89%.

Se clasifico mal a 4 pacientes que presentaban mutacion, y que
sin embargo se hallaban presentes en el grupo de “sin factores predictores

de riesgo”.
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5.3. ESTUDIO MEDIANTE MICROARRAY-CGH.

Como se aprecia en la Tabla XI, los 8 casos familiares y los 7
esporadicos (que representan casos familiares ocultos) eran portadores de
mutaciones germinales en SDHB (n=8) o SDHD (n=7). La distribucion
de las mutaciones en SDHB y SDHD no era significativamente diferente
entre los casos esporadicos y familiares. Ademds, debemos resefiar que

los 5 pacientes con PGLs multiples tenian mutacion en SDHD.

No se objetivaron mutaciones y delecciones de exones en los

genes SDHC, VHL o RET.

Tabla XI.
Caracteristicas demograficas y clinico-patologicas de los
pacientes con mutacion positiva/negativa en los genes SDHB, SDHC

y SDHD.

Mutacion | Mutacion
Caracteristicas clinicas Variables | Todos negativa | positiva SDHB [ SDHC | SDHD
SEXO Mujeres 14 6 8 3 5
Hombres 10 3 7 5 2
EDAD<40 No 18 8 10 5 5
Si 6 1 5 3 2
BIOLOGIA TUMORAL Benigna 23 8 15 8 7
Maligna 1 1 0 0 0
MULTIPLE No 19 9 10 8 2
Si 5 0 5 0 5
FEOCROMOCITOMA No 23 9 14 8 6
Si 1 0 1 0 1
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HISTORIA FAMILIAR No 16 9 7 3 4
Si 8 0 8 5 3

RECIDIVA No 2 9 13 7 6

Si 2 0 2 1 1

FUNCIONAL No 2 8 14 8 6

Si 2 1 1 0 1

Total | 24 || o 5 || 8 | 7

En la tabla XII se reflejan los resultados del estudio de manera

detallada mediante los microarrays-CGH.

Esta técnica fall6 en 6 muestras tumorales procesadas en parafina
y se detectaron anomalias en 10 de los 18 casos. Se consider6 que la
técnica habia fracasado porque los patrones de ganancias y pérdidas eran
casi idénticas y, por tanto, no fiables. Estos casos se trataban de PGLs

yugulares (2 casos familiares, 2 “familiares ocultos” y 2 esporadicos).

Generalmente, los PGLs presentaban pocas alteraciones
cromosomicas y éstas usualmente concernian al cromosoma completo.
Eran mas frecuentes las pérdidas cromosdmicas (84%) que las ganancias

(16%).

Los cromosomas completos que presentaban pérdidas o
delecciones con mayor frecuencia eran: el 1 (3 casos), el 11 (3 casos), el
22 (3 casos) y el 21 (2 casos). Un caso esporadico de PGL vagal benigno
presentd pérdida completa de los siguientes cromosomas: 1, 2, 3,9, 13,
14, 15, 17, 18, 21 y 22; finalmente, en un caso se hallé asociada la

pérdida del cromosoma X completo. Los cromosomas completos que
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presentaban ganancia eran el 19 y 20; estas alteraciones cromosdmicas
formaban parte del caso esporddico que presentaba la pérdida completa

de los numerosos cromosomas descritos.

Los tumores que presentaban mutacion germinal en los genes
SDH tenian més alteraciones cromosomicas (p=0.088). Asi, de los 10
casos con aberraciones cromosomicas, 8 casos tenian mutacion germinal
y, de los 8 casos sin alteraciones uUnicamente 3 tenian mutacion.
Asimismo, las alteraciones cromosémicas no variaban en funcion al tipo

de mutacion SHD o al hecho de presentar o no mutacion germinal.

Las delecciones mas frecuentes eran aquellas que exactamente
correspondian con las regiones donde los genes SDHB, SDHC y SDHD
estaban localizados: 1p (8 de 10), 1q (6 de 10), y 11q (3 de 10).

3 casos mostraron simultdneamente una mutacién germinal en el
gen SDHB con la pérdida somatica de 1p y en 2 casos la mutacion
germinal en SDHD coincidié con la pérdida somatica de 11q. Por otro
lado, ocho casos mostraron bien una mutacion germinal o bien una
deleccion somatica (3 casos con mutacion germinal en SDHB, 3 casos
con mutacion en SDHD, 1 caso con pérdida de 1p, otro con pérdida en 1p
y 11q) y, en cinco casos no se hallé ni mutacion germinal ni alteracion

cromosomica.
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Tabla XII.
Resultados del analisis mediante microarrays-CGH de los 24
pacientes.
mut cgh 1 2 3 5 7 91 12 131415 17| 18| 19 20 21| 22
1* Bex3 no
2* | Bex3del | si 1 2p24.2-q33.1 | 3q12.1-gter 22
3* Bex6 si | 1pter-g42.13
4* Bex6 si 1pter-q42.13
5 Bex7 si 3pter-p21.1
6 Bex7 no
7* Bex4 | falla
8 Bex7 | falla
9 Dex2 si 1p 11
10 Dex3 si 1p36.12-gter 7q11.22-921.3
11 Dex4 si | 1p36.22-g23.1 5pter-q12.3 12921.31-gter | 13
12*| Dex4 si 3pter-p21.1 11 20q11.23-qter | 21 | 22
13*| Dex4 no
14*| Dex2 | falla
15 Dex3 | falla
16 si 1 11
17 si 1 2 B] 9 13| 14| 15[ 17 ] 18] 19 20 21| 22
18 no
19 no
20 no
21 no
22 no
23 falla
24 falla

*: Paciente con antecedentes familiares de PGLs de cabeza y cuello.

Mut: Mutacion. CGH: presencia de alteraciones cromosomicas en el estudio mediante

microarr:

En color naranja las pérdidas cromosomicas y en verde se reflejan las ganancias.

ays-CGH.

En la tabla XIII quedan reflejadas las alteraciones cromosomicas

entre los casos familiares y esporadicos.

Los casos familiares y esporddicos con mutaciones en la linea

germinal tenian ambos mas alteraciones cromosomicas (mediana de 1.00
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y 2.00 respectivamente) comparados con los casos esporadicos sin

mutacion (mediana 0,0).

Ademas, todos los casos familiares tenian mutaciones germinales

en los genes SDH y se hallaron mutaciones también en estos genes en 7

casos supuestamente esporadicos (“familiares ocultos”).

Tabla XIII.

Comparacion de cambios en los Microarrays-CGH entre los casos

familiares y esporadicos.

Casos Familiares (8)

Casos Esporadicos

(7=familiares ocultos)

Casos Esporadicos (9)

&/8 tienen mutacion

7/7 tienen mutacion

9/9 no tienen mutacion

4/8 UV-III, 4/8 pat 2/7 UV-II, 1/7 UV-II1, 4/7 X
pat
5/8 sdhB, 3/8 sdhD 3/7 sdhB, 4/7 sdhD X

6 array CGHs:
2 casos con 0 cambios
2 casos con 1 cambio
1 caso con 4 cambios

1 caso con 5 cambios

5 array CGHs:
1 caso con 0 cambios
1 casos con 1 cambio
1 caso con 2 cambios
1 caso con 3 cambios

1 caso con 4 cambios

7 array CGHs:
5 casos con 0 cambios
1 casos con 2 cambios

1 caso con 13 cambios

media 1,83 CGH cambios

mediana 1,0

media 4,14 CGH cambios

mediana 2,0

media 2,14 CGH cambios

mediana 0,0

UV: Variante de Mutacion No clasificada (Il desconocida, III: Variante de mutacién probablemente

patogénica). Pat: Mutacion Patogénica.
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6.-Discusion
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6.1. JUSTIFICACION.

Los motivos que impulsaron este trabajo de investigacion son varios.
Por un lado, un factor decisivo era el gran nimero de casos de PGLs
recopilados en el Hospital Central de Asturias, a pesar de la rareza de este
tumor (0.012% de todos los tumores del cuerpo humano, 0.6% de los
tumores de cabeza y cuello). Esta amplia casuistica se debe a que este
hospital es centro de referencia nacional para la cirugia de base de craneo.
Por otra parte, hasta el momento, en la literatura habia muy poco trabajos de
genética en los PGLs/PCC que estudiaran el genoma mediante microarrays-
CGH. Estos estudios analizan unicamente un cromosoma, y asi
concretamente Aarts et al'”’ estudian la pérdida del brazo 1p y Jarbo et al'®

las aberraciones en el cromosoma 22, habiendo sido realizados ambos en

PCC.

No obstante, no hemos encontrado publicaciones que estudien las
alteraciones cromosomicas en todo el genoma mediante la técnica de
microarrays-CGH en los PGLs, siendo esto un impulso decisivo para
realizar nuestra investigacion. Ademads, disponer de la técnica de

microarrays-CGH hizo que fuese ineludible plantear el proyecto.

Asimismo, se analizaron las mutaciones en los genes SDHB, SDHC y
SDHD, junto a los genes VHL y RET en los 72 pacientes con PGLs de
cabeza y cuello, tanto en los casos esporadicos como en los familiares por
secuenciacion directa. Con este trabajo pretendemos mejorar el
conocimiento actual sobre la base genética y la tumorigénesis de los PGLs a

través de un analisis de los nuevos cromosomas o loci en los cromosomas
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con genes implicados en los PGLs junto con los efectos bioldgicos de las

mutaciones identificadas en los PGLs.

6.2. ASPECTOS CLINICO-PATOLOGICOS.

La localizacion mas frecuente de los PGL de cabeza y cuello es, por
orden descendente: carotideos, yugulares, timpéanicos y vagales'*'®!". En
nuestro caso, los mas frecuentes fueron los PGLs yugulares. Este sesgo se
achaca a que dado que somos centro de referencia, se remiten
proporcionalmente mayor numero de estos tumores por su dificultad en el

tratamiento quirurgico.

Las formas multiples se ven en, aproximadamente, el 10 % de los
casos, y los yugulares y vagales son los que tienen mas tendencia a la

multicentricidad'®!""’,

En nuestra poblacion de estudio se presentan
resultados equiparables, con una frecuencia del 8 % de casos multiples (el

66 % corresponde a PGL yugulares y vagales).

Un examen otorrinolaringolégico completo es esencial en la
valoracion inicial de los PGL, y en los pacientes con clinica de tumor
funcionante se debe solicitar una determinacion de catecolaminas en
orina>>*'.

Se realizé6 ademas una TAC/RMN ya que la piedra angular en la
valoracion de los PGLs es la TC de cortes finos (I mm) utilizando un

algoritmo 0seo™. La RMN proporciona detalles sobre la afeccion de las
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partes blandas por el tumor y puede detectar la oclusion carotidea y de la
vena yugular. El estudio ultrasonografico con Doppler tiene una funcion
limitada en los PGL, y son de utilidad Unicamente en la valoracion y el
seguimiento de tumores del cuerpo carotideo.

Ademas, en los PGLs yugulares/vagales se realizo una arteriografia
con objetivo de identificar el pediculo vascular que nutre al tumor para
embolizarlo, con la consiguiente disminuciéon de la hemorragia
intraoperatoria. El procedimiento se realiza comtinmente 1 ¢ 2 dias antes de
la cirugia. Si se espera mucho tiempo para realizar la cirugia, pueden
producirse fenémenos inflamatorios o incluso la revascularizacion del
tumor.

Es importante tener en cuenta el hecho de que los estudios de
imagen deben valorarse bilateralmente para descartar la existencia de
tumores  multicéntricos, aunque la RMN igualmente puede

16,17,19,41
detectarlos > 7.

Los sintomas y signos clinicos que presentaban los pacientes al
diagnostico variaban segin la localizacion del tumor.'**"'%” El
comportamiento de este tipo de tumores es en general benigno y de
crecimiento lento con una media de aumento de tamafio de 1 mm por afo,
causando progresivamente compresién de estructuras vecinas'*'®'’. La
malignidad se define por la presencia de metéstasis, con una frecuencia que
varia entre un 6-9%""°*, cifra superior a la encontrada en nuestra serie, ya
que unicamente se observaron 2 casos (3%). Durante el seguimiento se
constato recidiva tumoral en seis pacientes con PGLs yugulares. Revisando

la evidencia cientifica actual’’>%*

, se comprueba que hasta un tercio de los
pacientes que presenta un PGL yugular o vagal muestran un

comportamiento mas agresivo, con un crecimiento mas rapido y con
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extension hacia la base de craneo junto con afectacion de pares craneales

bajos.

Se estima que hasta un 40% de los PGLs de cabeza y cuello
representan casos familiares*”, hecho que supone una de las mas altas
frecuencias entre los tumores humanos. En nuestra serie 14 (19%) pacientes
tenian historia familiar, y 58 (81%) de los pacientes se podian considerar
casos esporadicos. Aunque la mayor parte de los PGLs esporadicos de
cabeza y cuello se presentan como una unica masa altamente vascularizada,
que no suele ser funcionante (el 99% no tienen produccion de
catecolaminas), los tumores multicéntricos o bilaterales pueden presentar
hipersecrecion de catecolaminas con una frecuencia de aproximadamente el

41,42
10% de los casos™

. En nuestra serie, se objetivaron 6 (8%) casos de PGLs
multiples, todos ellos casos familiares, siendo tumores funcionantes 4 casos

(un caso familiar y los otros 3 esporadicos).

6.3. ASPECTOS GENETICOS.

6.3.1. Estudio de las mutaciones en los genes SDHB, SDHC, SDHD, VHL y
RET.

La identificacion de los genes implicados en los PGLs y PCCs han
mejorado nuestro conocimiento de la patogénesis de estos tumores y servido
como punto de partida para descubrir los mecanismos patogénicos que

subyacen en la tumorigénesis de los casos esporadicos y familiares.
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Hasta el momento, se sabe que un oncogen (RET) y cinco genes
supresores (VHL, NF1, SDHB, SDHC y SDHD) estan implicados en la
susceptibilidad de padecer PCCs y/o PGL*****°_Sin embargo, aunque las
mutaciones germinales se hallan en la inmensa mayoria de los casos
familiares y en una proporcion considerable de casos aparentemente
esporadicos, las mutaciones somdticas en estos genes son relativamente
poco comunes en los casos verdaderamente esporadicos (entre 0 y

aproximadamente el 15%)*"**!1°.

Los resultados de este estudio refuerzan el papel de las mutaciones
germinales en el gen de la SDH en la etiologia de un niimero significativo
de casos de PGLs aparentemente esporadicos. Asi, de los 58 casos
esporadicos, se hallaron 12 pacientes (21%) que presentaban una mutacion
germinal en los genes SDHB/SDHD (7/5 respectivamente), que es una
proporcion mas alta que la tasa objetivada en series Europeas y

61,62,63

Norteamericanas Un estudio realizado en 23 casos de PGLs

esporadicos de Australia mostr6 un porcentaje similar (17%) de casos

“familiares ocultos”''°.

En nuestro estudio, no se objetivaron en ningun caso esporadico ni
familiar mutaciones o delecciones en exones de los genes SDHC, VHL o

RET.

Se han realizado multiples estudios para detectar mutaciones en
VHL, RET y SDH en PCCs y PGLs esporadicos con resultados
dispares*''*. Las discrepancias en los resultados podrian ser debidas a las
diferencias en la poblacion examinada, la extension del cribaje a los

familiares y la duracion del seguimiento de los pacientes. En general, todos
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llegan a la conclusion de que las mutaciones germinales que afectan a VHL,
RET, SDHB, SDHC y SDHD son responsables de una proporcion variable
de casos aparentemente esporadicos de PGLs/PCCs de cabeza y cuello,

. . ’ - 1.114
aunque la verdadera frecuencia de tales mutaciones es aun desconocida .

Por otra parte en nuestra serie, 14 casos (19%) tenian antecedentes
de historia familiar y todos estos pacientes (100%) mostraron mutacion
germinal patogénica en los genes SDHB o SDHD. Aunque las mutaciones
en los PGLs de cabeza y cuello son estadisticamente mas prevalentes en el

gen SDHD comparadas con las mutaciones en el gen SDHB**®:''

en
nuestro estudio ambas mutaciones se hallaron en igual proporcion: 7 casos

con mutacion en la SDHB y 7 casos en la SDHD.

Al igual que se ha citado con anterioridad en revisiones de la
literatura*'"*, las mutaciones en el gen SHDB se hallan distribuidas en
todos los exones, pero no en el 8, mientras que las del SDHD se distribuyen
en todos los 4 exones, pero con mayor frecuencia en el exon 4 y 2. Se
hallaron asimismo, cuatro mutaciones nuevas todavia no descritas en la

literatura (50% afectan a SDHB y 50% a SDHD).

Ademas, en nuestro estudio se corrobora el hecho de que los PGLs
con mutaciones en el gen SDHD presentan mayor tendencia a tener
multiples tumores, puesto que el 100% de los PGLs multiples presentan una

mutacion en este gen.
En nuestra serie se presentan 2 casos de PGLs malignos uno con

extension intracraneal y otro con metdstasis cerebrales. Estos tumores

malignos son significativamente mas frecuentes en los PGLs con una
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mutacion en el gen SDHB que en aquellos que presentan una mutacion en el

37,38,39
> Los

gen SDHD, en los PGLs vagales y en los tumores funcionantes
PGLs malignos que se analizan en el presente estudio pertenecen, sin
embargo, a casos esporadicos, ambos a PGLs yugulares no funcionantes y
en los que no se hall6 ninguna mutacion germinal (aunque un paciente

presentd un polimorfismo del gen SDHB).

6.3.2. Algoritmo empleado para priorizar el analisis de los genes SDHB,
SDHC y SDHD.

Empleamos en nuestro estudio el algoritmo propuesto por Neumann
et al en un estudio pendiente de publicar, para detectar la presencia de
mutaciones germinales en la serie de 72 PGLs de cabeza y cuello a fin de
priorizar cual es el gen que primero debemos analizar y en que orden
debemos continuar. Ello es de especial importancia para conseguir mejorar
la relacion coste-efectividad y también debido al hecho de que los recursos
son limitados.

En conjunto, las mutaciones germinales en riesgo de presentar mutacion
descubiertas hasta ahora y que pueden potencialmente ser origen de
PGLs/PCC se hallan en 5 genes con un total de 25 exones. En una situacion
ideal, se deberian analizar todos los genes, pero el coste de esto por el
momento seria muy elevado. Por este motivo, es muy util aplicar un
algoritmo para detectar las mutaciones germinales en los genes mas
probables en funcidn de algunas caracteristicas clinicas de los pacientes con

PGLs/PCCs.
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Nuestros datos sugieren, al igual que en otras revisiones de la

. 42,4445
literatura™"™

, que los tumores multiples y con historia familiar positiva
son altamente predictivos para mutaciones en el gen SDHD. De igual modo,
y aunque en esta serie eso no se demuestra, los tumores Unicos y malignos
se asocian significativamente con mutaciones en el gen SDHB?"*.

Por otra parte, el hecho de presentar una historia familiar negativa es
altamente predictivo de la presencia de mutaciones en el gen SDHC****,

aunque en nuestra serie ningun paciente mostrd una mutacion en este gen.

Desde que se comprobo el hecho de que tnicamente se encuentra
una mutacidon patogénica en un gen, hipotéticamente el andlisis podria ser
secuencial y deberia de pararse en el momento en el que se encontrara
aquella, con el consiguiente ahorro de recursos**''"’. Bien es verdad que
nuevas y mas completas técnicas moleculares diagndsticas pueden hacer
que en un futuro quizds no muy lejano esta aseveracion puede quedar

obsoleta.

Nuestra serie pertenece a un area geografica (al igual que Holanda,
la Toscana o Trentino en Italia) donde existen mutaciones “fundadoras, de
novo” que podrian aumentar la frecuencia en la herencia de los
PGLs''"'"'*!13 A todos estos pacientes se les recomend6 también primero el
cribaje de la mutacion “fundadora”, antes de aplicar el algoritmo. Asi pues,
el cribaje de un unico gen, resulta mas especifico para una unica mutacion

con un 6ptimo resultado coste-efectividad.
Un hallazgo importante a tener en cuenta en el estudio de Neumann

et al es la cifra de un 8% de pacientes (15% en nuestra serie) que presentan

mutaciones germinales, y se diagnostican como “falsos negativos”. La
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estrategia que se puede plantear para minimizar esta cifra podria ser
considerar como candidatos para realizar el andlisis genético a todos lo
pacientes que desarrollen durante el seguimiento alguna caracteristica de

“los predictores del Primer paso” del Algoritmo.

Finalmente, y s6lo en raras ocasiones, si no se detectan mutaciones
en algiin gen de la SDH, debe considerarse el andlisis de los genes VHL y
RET*. Se debe recoger en la historia clinica los antecedentes de tumores de

41,42

tiroides, renales, sistema nervioso central y oculares™ ™. Ningun paciente de

nuestra serie presentaba mutacion en estos genes.

En consecuencia, es de utilidad emplear el Algoritmo descrito por
Neumann para priorizar el analisis de los genes SDHB, SDHC y SDHD
adaptado a cada area geografica especifica, y valorando en el paciente la
presencia de las caracteristicas predictoras del primer paso del cribaje
durante todo el seguimiento, para asi disminuir el porcentaje de falsos
negativos a menos del 8% de los casos y reducir asimismo el coste del
cribaje a un 60% manteniendo la sensibilidad del estudio y su valor

predictivo negativo.

No obstante, dado que el avance de la técnica molecular es muy
rapido, y se trata ademas de una patologia poco prevalente con un nimero
de exones muy inferior al presente en otros genes -como por ejemplo en el
cancer de mama, el BRCA1l y BRCA2 (con 24 y 27 exones
respectivamente)- seria de utilidad, en mi opinion, el disefio de sondas tipo
MLPA u oncochips que estudiasen todos los genes (y variantes) de una vez

y asi ahorrar estos pasos para dar un diagnodstico mas agil y eficaz.
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6.3.3. Estudio de las alteraciones cromosémicas mediante microarrays-
CGH.

Debido a las limitaciones que presenta el analisis completo del
genoma mediante LOH o mediante CGH*, realizamos un estudio del
genoma completo mediante microarrays-CGH para detectar aberraciones
cromosOmicas en el genoma de 24 pacientes con PGLs seleccionados al
azar de la serie de 72 casos previamente descrita. Este andlisis representa
como novedad el hecho de que con anterioridad unicamente se habia
analizado en PGLs mediante esta técnica unos cuantos genes, sin realizarse

i 64,109
un analisis completo del genoma de estos tumores™ .

Las caracteristicas clinicopatolégicas de estos pacientes no diferian

SLOL62 10 8 casos familiares

de aquellos descritos en series mayores
(100%) presentaban mutacion en los genes SDHB o SDHD; asimismo,
alrededor de un 44% de los casos esporadicos de PGLs eran portadores de
una mutacion germinal en el gen SDHB o SDHD. La distribucion de las
mutaciones en los genes SDHB y SDHD no diferian entre los casos
esporadicos y familiares, siendo similares a los revisados en la literatura y a

la serie global nuestra **>°"61:6%,

No obstante, a pesar de que las mutaciones germinales de los genes
SDHB y SDHD se encuentran en todos los casos familiares y en una
considerable proporcion de casos aparentemente esporadicos (“familiares
ocultos”). Las mutaciones somadticas de estos genes SDH y otros genes eran
relativamente poco comunes en los casos esporadicos (mediana de 0.0
cambios genéticos frente a una mediana de 1.0 y 2.0 en los casos familiares

y casos familiares ocultos, respectivamente).
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Se realizo la técnica de microarray-CGH en un total de 24 casos y
fall6 en 6 casos mas debido a la mala calidad del DNA (complicacion que
ocurre con relativa frecuencia cuando se emplean muestras en parafina y
generalmente relacionado con el tiempo de almacenamiento''*'"%). Del total
de casos analizados, 10 mostraron alteraciones cromosomicas y en 8
pacientes el cariotipo era normal, hecho que se corrobora también con los

- . - 42,64,108
objetivados en revisiones de la literatura™" ™.

Globalmente, los PGLs de nuestra serie presentaron pocas
aberraciones cromosOmicas y estas alteraciones usualmente implicaban
cambios en todo un cromosoma. No se objetivaron diferencias significativas
en dichas alteraciones en relacion al tipo de mutacion o la presencia o
ausencia de mutacion.

Los estudios previos realizados mediante LOH y CGH®*0%108:11¢
corroboran también el hecho de que los PGLs y PCCs son tumores en los
que son infrecuentes las alteraciones cromosomicas. Estos estudios revelan
ademas la importancia en la tumorigénesis de la frecuente pérdida de los
cromosomas 1 y 11. En nuestro analisis, junto con la pérdida del
cromosoma 22, las pérdidas de los cromosomas 1 y 11 fueron las

aberraciones cromosomicas mas frecuentes.

Las ganancias fueron hallazgos poco comunes (16%). Encontramos
ganancias de dos cromosomas completos (el 19 y el 20) en un caso
esporadico con multiples pérdidas cromosdmicas completas asociadas,
objetivandose asimismo pequeias ganancias aisladas de segmentos
cromosomicos: 2p24.2-q33.1 (en un caso), 3pter-p21.1 (en dos pacientes) y

7q11.22-g21.3 (en un caso). Esta Ultima ganancia en 7ql11.22 ha sido
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descrita también en pacientes con adenocarcinoma de pulmon, sobre todo
en los que presentan metdstasis cerebrales, pero esta situacion no se da en
nuestros pacientes, y en este caso se trataba de un caso familiar, benigno y

con PGL multiples''”'"®.

Por otro lado, los tumores con mutaciéon germinal en los genes
SDHB/SDHD tenian con mayor frecuencia cambios cromosomicos: 8 casos
de los 10 con mutacion SDH tenian alteraciones cromosdmicas frente a 3 de
los 8 casos sin mutacion (aunque esta observacion no tuvo una significacion

estadistica (p=0.088).

Es preciso resefar el hecho de que tres casos mostraron
simultdneamente una mutacién germinal en el gen SDHB (localizado en
1p36) junto con la pérdida cromosoémica de 1p en el DNA del tumor; y 2
casos mostraron una mutacion germinal en el gen SDHD (que se halla en
11g23) y pérdida de 11q en el tumor. Todo esto iria a favor del modelo
tumoral de “doble hit” en el que la pérdida de estos cromosomas en el tumor
conseguirian la inactivacion de la actividad de la enzima SDH, ya que son
genes supresores de tumores que juegan un papel critico en la tumorigénesis

de los PGLs familiares.

Sin embargo, en 8 casos Unicamente encontramos una sola mutacion
o alteracion cromosodmica (3 casos con mutacion germinal en el gen SDHD,
3 mutaciones en SDHD, 1 caso con pérdida de 1p y 1 caso con pérdida
conjunta de 1p y 1q) y en 5 casos no se hallaba presente ni mutacion ni
cambio genético. Ademas, se ha encontrado la ausencia de mutacion en los

genes SDHD y SDHB en pacientes con pérdida de actividad en SDH'".

120
1

’ 55 :
Asi, Braun et a y Hensen et al™, en sendos estudios, demostraron la
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frecuente pérdida de regiones del cromosoma 11q y la importancia de la
region 11pl5.5 en la génesis de los PGLs. Este locus cromosomico,
11p15.5, estaria implicado en la transmisién paterna de la enfermedad
mediante un mecanismo genético somatico junto con alteraciones del gen

SHD en el locus 11g23.

En nuestra serie se detectaron tres casos con delecciones en el
109 . . ..
segmento 22, donde se han descubierto al menos 2 regiones distintas

. . .y . . . 120,121,122
implicadas en la tumorigénesis. En estudios previos'**'*"

en otro tipo de
tumores (meningiomas, tumores de ovario y de colon) se ha hallado con
frecuencia una deleccion de un segmento de aproximadamente 11 Mb en la
vecindad del telomero del segmento 22q, donde se detectaron varios loci de

tumores supresores implicados en la patogénesis de estos tumores.

6.4. PERSPECTIVAS FUTURAS.

Ante estos hallazgos, debemos plantearnos estudiar otros genes y
mecanismos adicionales para comprender la patogenia de estos tumores y

comparando las diferencias entre los casos esporadicos y familiares.

Ya se han iniciado nuevas estrategias para investigar su biologia

molecular, que pasamos a relatar a continuacion:
Se han comenzado a emplear modelos genéticos murinos para

estudiar los mecanismos implicados en la carcinogénesis de estos tumores.

Asi pues, algunos ratones “knockout” y modelos transgénicos que
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representan sindromes hereditarios relacionados con los PCCs en humanos
comienzan a revelar nuevos puntos clave en la biologia del desarrollo de los
PCCs/PGLs en humanos que nos ayudaran a descubrir la patogénesis de

. 123 124
estos tumores neuroendocrinos' ',

Asimismo, nuestra comprension sobre los mecanismos implicados
en la tumorigénesis de los PGLs y los PCCs puede mejorar sobremanera a
través de la caracterizacion de la expresion génica y el conocimiento de las
vias genéticas implicadas en la patogénesis del tumor. Igualmente, nos seria
particularmente util la comparacion de los casos benignos frente a los
malignos y el descubrimiento de los genes responsables del comportamiento
maligno. A pesar del problema que supone la obtenciéon de estos raros
tumores

125
, el

Ademas, al igual que ocurre en otros tumores endocrinos
crecimiento de los PGLs y de los PCCs puede hallarse modulado
probablemente por la actividad hormonal normal a nivel
adrenal/paraganglios, y también podria estar influenciado por otros factores
de crecimiento implicados en el desarrollo fetal normal de la médula

adrenal y los paraganglios. Seria necesario pues estudiar y analizar estos

factores y su influencia en la patogénesis de estos tumores.
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De la interpretacion de nuestros resultados y de su discusion

obtenemos las siguientes conclusiones:

1. Del total de 72 pacientes estudiados con PGL se objetivo
mutacion germinal en los genes SDHB o SDHD en 26 casos: 14
casos (54%) con mutacion en el gen SDHB, y 12 casos (46%) en
el SDHD. No se objetivaron mutaciones o delecciones en ningin
exon de los genes SDHC, VHL o RET.

2. En nuestra serie, 14 casos (19%) tenian antecedentes de historia
familiar y todos ellos (el 100%) mostraron mutaciéon germinal en
los genes SDHB o SDHD.

3. Se identificaron 12 casos “familiares ocultos” (21%) de entre los
casos considerados esporadicos previamente, ya que presentaban
una mutacion germinal en los genes SDHB (7 casos) y SDHD (5
€asos).

4. La frecuencia de las mutaciones germinales en los genes SDHB y
SDHD no difiere entre los casos esporadicos y familiares.

5. Se encontraron 4 mutaciones no descritas aun en la literatura. Dos
(50%) afectan al SDHB y 2 (50%) al SDHD.

6. El 100% de los PGLs multiples presentan mutaciéon en el gen
SDHD.

7. Los parametros clinicos que presentaban una relacion
estadisticamente significativa con el hecho de presentar mutacion
en los genes SDHD/SDHB eran los siguientes: una edad al
diagnéstico menor de 40 afios (p=0.0012), ser varén (p=0.05),
tener PGLs carotideos (p=0.015) y el hecho de presentar PGLs
multiples (p=0.0092).

8. Los PGLs de cabeza y cuello presentan pocas aberraciones
cromosdmicas, que suelen implicar a todo el cromosoma y no
presentan diferencias significativas en relacion al tipo, o la
presencia o ausencia de mutacion (aunque los pacientes con
mutacion germinal en los genes SDHB/SDHD tenian con mayor
frecuencia cambios cromosOmicos).

9. En general, las alteraciones cromosdmicas mas frecuentes fueron
pérdidas cromosomicas frente a las ganancias. Junto con la
pérdida del cromosoma 22 (8%), las pérdidas mas frecuentes
fueron las de los cromosomas 1y 11.
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10. La pérdida de los dos alelos del gen SHD por mutacion germinal
y somatica no se dio en todos los casos por lo que no se pudo
demostrar el modelo tumoral de “doble hit” para la inactivacion
de la actividad de la enzima SDH.
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ACRONONIMOS

BAC o PAC: Cromosomas artificiales bacterianos o plasmidicos
EDTA: Etilendiaminotetraacético

FMTC: Carcinoma medular de tiroides familiar

HGC: Hibridacion gendmica comparativa

HIF: Factor inducible por hipoxia

IMAO: Inhibidores de la monoaminooxidasa

LCR: Liquido cefalorraquideo

LOH: “Loss of heteregosity” (pérdida de heteregocidad™)
mRNA: Acido Ribonucleico —-RNA- mensajero

MEN: Neoplasia Endocrina Multiple (sindrome)

MLPA: “Multiple ligation dependent probe amplification”
NF : Neurofibromatosis

PBS: Medio fosfato salino

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa

PCCs: Feocromocitomas

PET: Tomografia por emision de positrones

PD-EGF: El factor de crecimiento epidérmico que derivado de plaquetas
PGLs: Paragangliomas

RET: “Rearranged during transfection”, oncogen

RMN: Resonancia Magnética Nuclear

ROS: Especies reactivas de oxigeno

RPM: Revoluciones por minuto

SDH: Succinodeshidrogenasa

SDHB: Subunidad B de la enzima Succinodeshidrogenasa
SDHC: Subunidad C de la enzima Succinodeshidrogenasa
SDHD: Subunidad D de la enzima Succinodeshidrogenasa
SNPs: Single Nucleotide Polymorphisms

TAC: Tomografia Axial Computerizada
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VEGTF: El factor de crecimiento endotelial vascular
VHL: Von Hippel-Lindau

YT: Paraganglioma Yugulotimpénicos
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