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Exclusion prenatal del sindrome de
von Hippel-Lindau en una familia
mexicana con una mutacion nueva
en el gen VHL

el sindrome de von Hippel-Lindau es una enfermedad
multisistémica con herencia autosémica dominante, causada por la
inactivacion del gen VHL y caracterizada por diversos tumores hiper-
vasculares benignos o malignos.

describir las caracteristicas clinicas y el diagnéstico prenatal
en una paciente con sindrome de von Hippel-Lindau.

informe de caso; estudio de una familia mexica-
na con cinco miembros con sindrome de von Hippel-Lindau en tres
generaciones consecutivas. El caso indice fue una mujer con siete
semanas de embarazo referida a nuestro servicio por su antecedente
familiar y personal de esta enfermedad. El ADN materno se obtuvo de
leucocitos de sangre periférica durante la séptima semana de gestacién
y se aisl6 ADN fetal a partir de células del liquido amnidtico durante la
semana 15 de gestacion. El analisis del ADN materno y fetal se realizé
mediante reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) y secuenciacion
nucleotidica directa del gen VHL.

se identific6 una nueva mutacion en el gen VHL en ADN
materno (c. 161_168 dup GGAGGCCQ). El anélisis del ADN fetal indicé
que el feto heredé el alelo normal de la madre.

en un caso familiar de sindrome de von Hippel-Lindau
se identificé una nueva mutacion en el gen VHL que permite expandir
el espectro mutacional de esta enfermedad. El analisis molecular pre-
natal a las 15 semanas de gestacién demostré que el feto no heredé
el alelo mutado. Con base en lo investigado este es el primer caso de
exclusién prenatal-molecular del sindrome de von Hippel-Lindau en
Latinoamérica.

sindrome de von Hippel-Lindau, VHL gene, VHL, diag-
nostico prenatal, amniocentesis, hemangioblastoma

Prenatal exclusion of von Hippel-Lindau
syndrome in a Mexican family carrying a
novel VHL gene mutation

von Hippel-Lindau (VHL) disease is an autosomal
dominant and familial multisystemic syndrome that is caused by the
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inactivation of the VHL gene and it is characterized by diverse types
of high vasculated tumours of benign and malign nature. In this work
we describe the clinical characteristics and the prenatal diagnosis of a
woman with VHL.

Describe the first exclusion prenatal case by DNA analysis
of the VHL syndrome in Latinoamerican population.

analysis of a Mexican familial pedigree showed
5 affected subjects with VHL on 3 consecutive generations. The proband
was a 7 weeks pregnancy woman who was referred to our service for
familiar and personal history of this disease. Maternal DNA was obtained
from peripheral blood leukocytes, while fetal DNA was isolated from
amniotic liquid cells on the 15" week. The maternal and fetal DNA
analysis were done by the Polymerase Chain reaction (PCR) and the
direct nucleotide sequence of the VHL gene.

A novel mutation (c. 161_168 dup GGAGGCCQ) in the VHL
gene was identified in maternal DNA. Fetal DNA analysis indicated that
the fetus inherited the wild-type allele from the mother.

A novel VHL gene mutation was identified in a familial case
of the disease, expanding the mutational spectrum in this disorder. The
molecular prenatal testing in the affected woman at 15 weeks of gesta-
tion, demonstrated that the fetus did nor inherited the mutated allele. To
the best of our knowledge, this is the first example of prenatal-molecular
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exclusion on VHL syndrome in Latinoamerica population.

von Hippel-Linau sindrome; VHL gene; VHL; prenatal di-

agnostic; amniocentesis; hemangioblastoma.

La enfermedad de von Hippel-Lindau (VHL;
OMIM 193300) es un sindrome autosdémico
dominante caracterizado por la coexistencia
de tumores malignos y benignos que incluyen
hemangioblastomas del sistema nervioso cen-
tral y la retina, feocromocitoma, carcinoma de
células renales, quistes renales y tumores pan-
credticos, entre otros.' La enfermedad es causada
por inactivacion germinal del gen VHL, un gen
tumor supresor localizado en el brazo corto del
cromosoma 3.2% A la fecha se han demostrado
mutaciones en este gen en practicamente todas
las familias analizadas con enfermedad de von
Hippel-Lindau. Sin embargo, en el espectro
mutacional hay una variabilidad considerable
que puede abarcar desde mutaciones puntua-
les hasta deleciones completas del gen. Las

manifestaciones fenotipicas de la enfermedad
también son muy variadas, incluso dentro de
una misma familia.* Estd demostrado que en la
enfermedad de von Hippel-Lindau el embarazo
exacerba y acelera el crecimiento de los tumo-
res cerebrales y del ojo debido a sus grandes
cambios hormonales y hemodindmicos.>® En
las Gltimas décadas se han conseguido enormes
progresos en el campo de los exdmenes prena-
tales con genética molecular. Con base en los
patrones de herencia de la enfermedad y el tipo
de mutacion, el diagnéstico prenatal es posible
a través de métodos de deteccién directos o
indirectos (métodos de cribado).” Gracias a los
avances en la tecnologia y la investigacién de la
etiologia genética de muchas enfermedades, el
nimero de enfermedades genéticas susceptibles
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de deteccion prenatal por analisis de ADN se ha
incrementado considerablemente.

El diagndstico molecular prenatal de la enfer-
medad de von Hippel-Lindau pocas veces se
ha descrito en la bibliografia médica®'® y segtin
nuestro conocimiento no hay reportes en familias
latinoamericanas. El objetivo de este trabajo
es describir el analisis molecular del gen VHL
en una mujer con enfermedad de von Hippel-
Lindau (y su hermana también enferma) durante
el primer trimestre de gestacion para establecer
rapidamente si el feto tenia o no la afeccion fa-
miliar. Ademas, se describe la nueva mutacion
identificada en esta familia, expandiendo asi el
espectro mutacional conocido para el gen VHL.

Informe de un caso familiar de sindrome de von
Hippel-Lindau valorado y analizado por técnicas
de biologia molecular para el diagnéstico prena-
tal de la enfermedad. Este estudio se realizé en el
Instituto de Oftalmologia Conde de Valenciana.

Historia familiar. Se estudi6 una familia mexi-
cana con tres generaciones afectadas por el
sindrome de von Hippel-Lindau. La familia
tenia cinco sujetos enfermos (I-1, 1I-1, 11-10,
llI-5, y 1I-6) (Figura 1). Los pacientes I-1, II-1
y 11-10 fallecieron durante la quinta década de
vida debido a la enfermedad. Este estudio fue
aprobado por el Comité de Ftica del Instituto de
Oftalmologia Conde de Valencianay la paciente
dio su consentimiento informado para participar.
Los individuos I-1 y 1I-1 tenfan antecedentes de
tumores cerebrales. En estos pacientes no se
determind la localizacién anatémica exacta ni la
edad al diagnéstico de los tumores. La paciente
[I-10 tenia antecedentes de hemangioblastomas
en el tallo cerebral y la retina, y también pan-
credticos. A los 13 anos de edad el sujeto IlI-5
tuvo hemangioblastomas retinianos bilaterales
que provocaron desprendimiento de retina y
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© Femenino con enfermedad de von Hippel-Lindau
p =7 Propositus: primer paciente afectado que acude a
la consulta

Arbol genealégico simplificado de una familia
mexicana con enfermedad de von Hippel-Lindau.

enucleacién de ambos ojos. Esta paciente tam-
bién tuvo quistes pancreaticos de diagndstico
reciente.

El propositus (111-6) es de una paciente de 24
anos de edad que fue referida al servicio de
Genética con diagnostico de sindrome de von
Hippel-Lindau y siete semanas de embarazo.
La paciente solicité consejo genético y cuidado
prenatal debido a sus antecedentes familiares y
personales de sindrome de von Hippel-Lindau.
A la edad de 11 anos se le diagnosticaron he-
mangioblastomas retinianos bilaterales. Poco
después se le realizé una resonancia magnética
de la columna en la que se identificaron heman-
gioblastomas medulares. A la edad de 21 afios
tuvo cefaleas y vémitos intensos; por eso se le
realiz6 una resonancia magnética de la cabeza
en la que se encontré un hemangioblastoma
quistico del hemisferio cerebelar derecho (Figura
2B, Cy D). El tratamiento fue quirdrgico y con
radioterapia un ano después. Una exploracion
oftalmoldgica completa revel6 la existencia de
hemangioblastomas retinianos multifocales y ci-
catrices retinianas debidos al tratamiento previo
con laser (Figura 2A). Durante la séptima semana
de embarazo se le tomé una muestra de sangre
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Caracteristicas clinicas del caso indice con

enfermedad de von Hippel-Lindau. (A) Fotografia
del fondo de ojo que muestra un hemangioblastoma
retiniano en el ojo izquierdo y vasos sanguineos dila-
tados adyacentes al tumor. (B) Imagen de resonancia
magnética (corte axial) preoperatoria que muestra un
area bien circunscrita de intensidad incrementada
en el hemisferio cerebelar derecho que corresponde
a un hemangioblastoma cerebelar. (C) Resonancia
magnética (corte sagital) preoperatoria que muestra el
mismo tumor sin medio de contraste. (D) Resonancia
magnética (corte sagital) que muestra medio de con-
traste, mismo tumor, y siringomielia cervical.

periférica para aislar el ADN genémico y realizar
el andlisis molecular del gen VHL.

En el trascurso de la décimasegunda semana
de gestacion se le realizé la prueba de cribado
del primer trimestre de embarazo en el suero
materno (duotest), que incluyé PAPP-A (preg-
nancy-associated plasma protein A) y b-hCGH
(human chorionic gonadotropin b subunit).
También se le practicé un examen ultrasono-
grafico estructural del primer trimestre (semana
13) para valorar la translucencia nucal, el hueso
nasal y el ductus venoso. En el trascurso de la
décimaquinta semana de gestacion se efectud
una amniocentesis para obtener células fetales
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y aislar ADN a partir de ellas. De manera simul-
tanea se utiliz6 parte del liquido amniético y se
sembro en dos diferentes frascos de cultivo para
realizar cariotipo con técnica de bandas GTG.

Con el Wizard Genomic DNA Purification Kit
(Promega, Madison, WI, USA) se aisl6 el ADN
genomico fetal (aproximadamente 10 mL) de las
células de la amniocentesis. Ademas, el ADN ge-
némico del propositus y de su hermana afectada
se extrajeron con el sistema Quickgene system
(Fujiflim, Tokio, Japan). Por PCR se amplificaron
los tres exones de la secuencia codificante del gen
VHL utilizando nucleétidos derivados de la se-
cuencia de VHL (Ensembl transcript ID VHL-001:
ENST00000256474). Cada 25 mL de reaccién de
amplificacién de PCR contienen 1X buffer, 200
ng de ADN gendmico, 0.2 mM de cada dNTP, 2
U de Taq polimerasa, TmM de primer sentido y
antisentido. Los productos de PCR se analizaron
en geles de agarosa donde las bandas fueron
escindidas y posteriormente el ADN se purifico
con el equipo Qiaex Il (Qiagen, Hiden, Germany).

Con el equiupo BigDye Cycle Sequencing
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) se
realiz6 la secuenciacién directa-automatizada
del gen VHL, se agregaron 15 ng de ADN templa-
do en cada reaccidén y se utilizaron 25 ciclos de
desnaturalizacién a 95°C durante 30 segundos,
alineamiento a 50°C durante 15 segundos, y
extension a 60° por espacio de cuatro minutos.
Todas las muestras se analizaron en un secuen-
ciador ABI Prism 310 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems). Las secuencias silvestres (Ensembl
transcript IDVHL-001: ENST00000256474) y la
mutada se compararon manualmente.

Después de la secuenciaciéon completa de la
region codificante del gen VHL se identifico
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una insercién-duplicacion de ocho nucleétidos
c. 161_168 dup GGAGGCCG en el ADN del
caso indice (Figura 3A) y de su hermana (Figura
3B). Esta mutacién desplazé el marco de lectura
y la introduccion de un codén de paro (UGA)
16 codones “corriente abajo” (M54Mfs*16). Esta
nueva mutacién no se identificé con la secuen-
ciacién directa en la region codificante completa
del gen VHL del ADN genémico del feto (Figura

C), lo que indica que el alelo mutado no se
trasmitio de la madre al feto.

Ni en el duotest ni en el ultrasonido fetal del
primer trimestre se encontraron anomalias. El
andlisis citogenético mostr6 un cariotipo feme-
nino en 36 metafases analizadas (46, XX [36]).

El sindrome de von Hippel-Lindau es una en-
fermedad neoplasica multisistémica heredada
de manera dominante y que se diagnostica por
los siguientes criterios: 7) uno o mas heman-
gioblastomas en el sistema nervioso central
(principalmente cerebelo); 2) lesiones viscerales
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Secuencias nucleotidicas parciales del exén
1 del gen VHL en el caso indice; (A) hermana del caso
indice (B) y en el feto (C). La cadena antisentido se
muestra en los electroferogramas. (A'y B) El rectangulo
de la parte superior derecha indica la sobreposicién
de los alelos debido al estado heterocigoto de la mu-
tacién nueva c.161_168 dup GGAGGCCG. (C) La
mutacion no se identificé en el ADN fetal.

(tumores o quistes renales o pancreaticos) y 3)
incidencia familiar."" La herencia de un alelo
mutado del gen tumor supresor VHL predispone
a la enfermedad siguiendo las reglas de Knudson
en la teoria del “doble golpe”."? En este estudio
se describe el analisis molecular de una familia
mexicana, incluida una mujer embarazada a la
que se le realizé diagnostico prenatal por ané-
lisis de ADN. En el ADN de esta paciente y de
su hermana afectada se identificé una mutacion
nueva de VHL y en el andlisis del ADN fetal se
demostré que el hijo heredé el alelo normal de
su madre.

De acuerdo con la Sociedad Americana de
Oncologia Clinica, el sindrome de von Hippel-
Lindau es un padecimiento en el que el examen
genético molecular, incluido el diagnéstico pre-
natal-molecular, es el patrén de referencia para el
cuidado del riesgo de miembros de la familia."
En este estudio se identific una nueva mutacion
(c. 161_168 dup GGAGGCCQ) que introduce
una senal de paro que produce una proteina
truncada no funcional. Aunque en el sindrome
de von Hippel-Lindau hay una considerable
variabilidad clinica, incluso en individuos con
la misma mutacién, se han establecido algunas
correlaciones genotipo-fenotipo. Los primeros
estudios descritos compararon el riesgo de tumo-
res especificos en pacientes con mutaciones de
sentido equivocado con otro tipo de mutaciones
y encontraron que las primeras tienen un riesgo
mas elevado para feocromocitoma.' Hace poco,
Ong y su grupo describieron el caso de 573
pacientes con cinco lesiones mayores del sin-
drome von Hippel-Lindau: hemangioblastomas
retinianos, cerebelares y espinales, carcinoma de
células renales y feocromocitoma. El promedio
de edad al diagnéstico y la frecuencia de estas
lesiones fueron: hemangioblastoma retiniano
25 afos (73%), hemangioblastomas cerebelares
29.9 anos (57%), carcinoma de células renales
39.7 anos (35%), hemangioblastoma espinal
33.3 afos (25%) y feocromocitoma 24 afos
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(20%). En la propositus y su hermana los he-
mangioblastomas retinianos fueron los primeros
tumores en aparecer a los 11y 13 afnos de edad,
respectivamente, circunstancia que coincide con
lo descrito en la bibliografia.’>'® La propositus
también tuvo, antes de los 20 afos, hemangio-
blastomas espinales y un hemangioblastoma
quistico cerebeloso antes de los 20 afios y a los
23 anos, respectivamente; a su hermana se le
diagnosticaron quistes pancreaticos sin hallaz-
go alguno de hemangioblastomas en el sistema
nervioso. Estos datos apoyan la gran variabilidad
fenotipica de esta enfermedad, incluso en una
misma familia.’® Las dos pacientes estudiadas
tuvieron edad de inicio mucho mas temprana
de aparicion de los tumores aunque estas ca-
racteristicas también concuerdan con lo descrito
que mencionan que las mutaciones por delecion
o insercién pequefas que provocan desplaza-
miento del marco de lectura y, por lo tanto, una
proteina truncada hacen que la edad de inicio
sea mas temprana para la aparicién de los he-
mangioblastomas en el sistema nervioso central
(ojo y cerebelo).*" La importancia de este es-
tudio también radica en que de acuerdo con el
tipo de mutacion y la relacién genotipo-fenotipo
descrita hasta la fecha, nuestras pacientes con
sindrome de von Hippel-Lindau aunque ain no
tienen datos relacionados con quistes renales o
carcinoma de células renales, si tienen un alto
riesgo de padecerlos en los préximos afos; por
esto debe mantenerse una estrecha vigilancia
para evitar su evolucién o complicaciones.

Los sintomas de ciertos tumores intracraneanos,
como los hemangioblastomas en pacientes
con sindrome de von Hippel-Lindau, suelen
empeorar durante el embarazo, quiza debido a
los cambios endocrinolégicos y al incremento
del volumen sanguineo materno propio de la
fisiologia materna de la gestacion. No obstante,
la mayor parte de los embarazos tiene resul-
tados favorables e incluso 96.4% de los fetos
superviven y s6lo 5.4% de las madres afectadas
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con el sindrome tienen alguna morbilidad.™ El
caso indice no tuvo sintomas relacionados con
el sindrome de von Hippel-Lindau durante la
gestacion; esto porque la enfermedad tiene un
caracter autosémico dominante, por lo que la
descendencia de una persona afectada puede
tener un riesgo de 50% de heredar la enfermedad
durante cada embarazo. La paciente del caso
indice acudi6 a nuestra consulta para recibir
asesoria genética y ver la posibilidad de realizar
alglin examen genético-molecular, en el que se
identific6 la nueva mutacion en la embarazada
y, afortunadamente, no en el feto, quien heredd
el alelo silvestre materno.

Este estudio es el primer ejemplo de diagndstico
prenatal genético-molecular del sindrome de
von Hippel-Lindau en una familia latinoameri-
cana. Esto es importante porque puede asistirse
a parejas en quienes existe un afectado con
alguna enfermedad mendeliana; esto permite
saber antes del nacimiento que tendran un hijo
saludable. Ademads, se describié una nueva
duplicacion en el gen VHL, lo que expande el
espectro mutacional conocido para ese gen en
la bibliografia internacional.

Este trabajo fue apoyado por el Patronato de la
Fundacion Conde de la Valenciana.
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