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RESUMEN

La enfermedad de Von Hippel-Lindau es una enfermedad genética rara, de herencia
autosomica dominante, producida por mutaciones en el gen VHL localizado en el cromosoma
3p25. Se caracteriza por conferir a los individuos afectos una predisposicion a desarrollar
tumores y quistes en mdultiples localizaciones. Presenta una gran heterogeneidad tanto clinica
como genética, siendo numerosos los estudios realizados con el fin de establecer la
asociacion entre determinadas mutaciones genéticas y un fenotipo concreto. En este trabajo
se ha realizado un estudio observacional retrospectivo con el objetivo de contextualizar la
correlacion clinico-genética en nuestros pacientes y correlacionarlo con la bibliografia
descrita. Actualmente, el estudio gendmico es imprescindible para el diagnéstico de
confirmacién de la enfermedad, no siendo suficiente el diagndstico de sospecha segun los
criterios clinicos. En el caso de confirmacion genética, no existe una correspondencia exacta
para predecir la gravedad de la clinica, debido a la penetrancia incompleta de estas
mutaciones. Ademas, en los casos en los que existe solamente feocromocitoma debe
realizarse un completo diagnostico genético diferencial.

PALABRAS CLAVE: Von Hippel-Lindau (VHL), Hemangioblastoma, Factores Inducibles
por hipoxia (FIH), Gen supresor tumoral VHL.

ABSTRACT

Von Hippel-Lindau disease is a rare genetic disorder of dominant autosomal inheritance,
caused by mutations in the VHL gene located on chromosome 3p25. It is characterized by a
predisposition of affected individuals to develop tumours and cysts in multiple locations. It
presents a wide clinical and genetic heterogeneity, being numerous the studies carried out in
order to establish the association between certain genetic mutations and a specific phenotype.
In this work, a retrospective observational study has been executed with the aim of
contextualizing the clinical-genetic correlation in our patients and correlating it with the
described bibliography. The genomic study is nowadays essential for the diagnosis of
confirmatory diagnosis of the disease, not being sufficient the diagnosis of suspicion according
to clinical criteria. In case of genetic confirmation, there is no exact correspondence to predict
the severity of the clinical disease, due to the incomplete penetrance of these mutations.
Furthermore, in cases where only pheochromocytoma exists, a complete differential genetic
diagnosis must be practiced.

KEY WORDS: Von Hippel-Lindau (VHL), Hemangioblastoma, Hypoxia-inducible factors
(HIF), VHL tumor supressor gene.
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1. INTRODUCCION

a. DEFINICION

La enfermedad de Von Hippel-Lindau es una enfermedad genética rara, de herencia
autosémica dominante. Tiene una incidencia de 1 por cada 36000 recién nacidos vivos. Se
produce a consecuencia de mutaciones en el gen VHL, en el cromosoma 3p25, caracterizada
por conferir a los individuos afectos una predisposicion a desarrollar tumores y quistes en
multiples localizaciones. Presenta una gran heterogeneidad clinica, lo que dificulta tanto su
reconocimiento y tratamiento como el trabajo de identificacion de la genética responsable del

fenotipo concreto.

b. HISTORIA

La descripcién histolégica de esta enfermedad (entonces desconocida) se realizd por
primera vez en 1894 por Treacher Collins, oftalmélogo britanico, que describid
hemangioblastomas de retina presentes en dos hermanos. Etiquetd las lesiones de

formaciones neovasculares que llamdé “nevus capilar’.

A su vez, Eugene von Hippel, oftalmélogo también, pero de origen aleman, se encontraba
estudiando estas lesiones retinianas, llegando a citar los estudios realizados por Collins.
Adquirié gran reconocimiento internacional por sus investigaciones en la anatomia
patologica ocular, asi como las malformaciones congénitas. En 1895 describio los
hallazgos en un fondo de ojo realizado a un paciente de 23 afios, que sufria pérdida
progresiva de vision de dos afios de duracion. En 1904 presenté més detalles sobre el
mismo paciente, cuya evolucion habia llevado al desarrollo de tres lesiones retinianas
afnadidas a las previamente descritas, y lo correlacion6 con otro caso similar de un
paciente de 28 afios. Tras analizar los resultados obtenidos en 1911 denominé a sus

hallazgos como angiomatosis retinae congenita.

Partiendo de este mismo paciente, en 1921, Brandt, realiz6 su autopsia encontrando
diversas lesiones: tumores cerebelosos, lesiones quisticas en rifiones, pancreas y

epididimo.



Sin embargo, fue Arvid Lindau, especialista en patologia y bacteriologia en Estocolmo, el
qgue estudid las alteraciones presentes en el sistema nervioso central (central nervous
system angiomatosis) a partir de un estudio de 16 pacientes suyos en correlacion con 24
pacientes descritos previamente. Estos pacientes desarrollaron quistes y tumores
cerebelosos, en médula espinal y bulbo, asociados con hemangioblastomas retinianos y
diversos tumores viscerales. Establecié una asociacién entre estas lesiones, en lo que

denomind “Angiomatosis des Zentralnervenssystems”.

En 1928, Cushing y Bailey describieron 11 pacientes con lo que ellos denominaron
“Lindau’s disease”. Establecieron la diferencia entre los hemangiomas, originados a partir
de remanentes mesodérmicos, y malformaciones angiomatosas del SNC, incluyendo

descripciones clinicas, quirdrgicas e histopatoldgicas.

Mas tarde, en 1936, Davison puso el nombre definitivo a esta entidad reconociendo las
aportaciones tanto de Lindau como de Von Hippel. La primera revision de la entidad con
los criterios diagndsticos se publicé en 1964, por Melmon and Rosen?! identificAndose en
1993 el gen (Latif et al. 1993)".

c. CLASIFICACION

La primera propuesta de criterios clinicos para el diagndstico de VHL de Melmon and
Rosen en 1964!!, se centraba en la asociacion entre hemangioblastoma cerebeloso con
hemangioblastoma retinal, quistes pancreaticos, renales.... Posteriormente en 1989 Lamiell®

afladio la asociacién a tumores viscerales.

Actualmente el diagndstico se basa en criterios clinicos y genéticos.

Clinicos:

e Hemangioblastoma del sistema nervioso central: se establece el diagndstico con
dos o mas, de forma independiente a la presencia o no de los otros criterios; o con
un hemangioblastoma de SNC asociado a otro criterio

e Carcinoma de células renales

e Feocromocitoma, paraganglioma y/o tumor glémico

e Neoplasias neuroendocrinas y/o quistes en pancreas



Genéticos:

e |dentificacibn de mutaciones ya descritas mas al menos uno de los criterios
clinicos.
e Identificacion en familiares de primer grado de una mutaciéon ya descrita méas al

menos uno de los criterios clinicos.

En funcién de las distintas manifestaciones clinicas de la enfermedad se han establecido
ademés diversas categorias fenotipicas: La enfermedad de von Hippel-Lindau tipo 1

incluye a los pacientes que no desarrollan feocromocitoma y tipo 2 a los que si lo hacen.
En 1995, Brauch! subdividi6 el tipo 2 en 2A, pacientes con feocromocitoma, y 2B,
pacientes con feocromocitoma y tumor de células renales (CCR). En 2001 Hoffman*
diferenci6 el tipo 2C, para denominar a los pacientes con feocromocitoma sin
hemangioblastoma ni tumor de células renales. Mas tarde, en 2009, Neumann'* describié
gue algunos pacientes de familias aparentemente pertenecientes a este Ultimo grupo
terminaron por desarrollar hemangioblastomas. En este afio, McNeill'? y su equipo
propusieron crear un grupo diferente de pacientes para aquellos que presentaban una
delecién que incluia el gen HSPC300, lo que se considera como factor protector para el

tumor de células renales estableciéndose como tipo 1B.

Tabla 1: Clasificacion clinica. Elaboraciéon propia

VON HIPPEL LINDAU TIPO 1 VON HIPPEL LINDAU TIPO2
1A 1B 2A 2B 2C
Hemangioblastomas | Tipo 1 sin | Feocromocitoma, Feocromocitoma | Feocromocitoma
SNC, Retinianos, CCR hemangioblastomas | CCR, hemangio-
: CCR, quistes SNC, hemangio- blastomas SNC,
CLINICA pancreaticos y TNE blastomas retina hemangio-

blastomas retina,
TNE y quistes
pancreaticos




d. ORGANOS AFECTADOS

i.  Hemangioblastomas retinianos

Los hemangiomas de retina son lesiones vasculares benignas que se presentan como
tumoraciones vasculares redondeadas, bien delimitadas, localizadas en la periferia de la
retina temporal o encima de la papila. Se diagnostica en gente joven, en torno a los 25 afios.
En general se presentan de manera unilateral. Debido a su progresion, se debe realizar un
cribado con fondo de ojo anual a los pacientes con VHL. El tratamiento se basa en la

coagulacion laser, realizandose una enucleacion en tumores de gran tamafio.

ii. Hemangioblastomas del SNC

Los hemangioblastomas son tumores benignos de origen vascular con crecimiento
lento. Podemos encontrar hemangioblastomas del SNC en casi el 60% de los pacientes con
VHL, siendo ademas un criterio clinico diagnostico de la enfermedad. Pueden aparecer en
cualquier parte del SNC, siendo mas frecuentes a nivel del cerebelo (Figura 1), y en menor

medida en médula espinal (Figura 2) y troncoencéfalo.

El comportamiento de estas lesiones en general tiende hacia el aumento de tamafio
progresivo, aunque al tratarse de tumores benignos con comportamiento variable, pudiendo
permanecer estables, la indicacién quirdrgica en pacientes asintomaticos esta en entredicho.
La edad media de diagnéstico es menor que en aquellos pacientes que presentan
hemangioblastomas esporadicos (32-52 década de la vida) sin diferencia entre sexos. A pesar
de su benignidad, la morbimortalidad perioperatoria de los mismos se ha relacionado con la

morbimortalidad global de la enfermedad.



Figura 1: RM craneal con contraste de Figura 2: RM con contraste

gadolinio mostrando una captaciéon en mostrando los nédulos en la médula
anillo de un nédulo en el hemisferio correspondiendo a
cerebeloso izquierdo sobre un quiste, hemangioblastomas.
correspondiente a un

hemangioblastoma.

iil. Feocromocitoma

Esta lesion (Figura 3) permite también la distincion fenotipica de la enfermedad entre
tipo 1 -sin feocromocitoma- y tipo 2 - con feocromocitoma-. Es una neoplasia neuroendocrina
de células cromafines adrenales que conduce a la liberacién de concentraciones elevadas de
catecolaminas y sus metabolitos. La media al diagnéstico es de 30 afios (En pacientes sin
Von Hippel-Lindau en torno a la 4352 década). En condiciones normales, el riesgo de
malignizacion del feocromocitoma es de un 10% sin embargo, en pacientes con
feocromocitoma en contexto de enfermedad por von Hippel Lindau es menor (5%). Una vez

diagnosticado debe ser extirpado.

Figura 3: TAC abdominal con contraste, en un corte
coronal, donde se observa una lesion de 5 cm, isodensa,
gue capta contraste, localizada en el espacio
retroperitoneal y suprarenal izquierdo (flecha), que

corresponde con un feocromocitoma.



iv. Carcinoma de células renales

El carcinoma de células renales (CCR) es una neoplasia renal maligna que surge
de los tubulos renales (Figura 4). Puede predecederse de la aparicién de quistes renales
multiples simples. Esta lesion permite la clasificacion fenotipica de la enfermedad (pacientes
1A -con CRR-y 1B -sin CCR-). Se estima que el riesgo de desarrollar un carcinoma de células
renales en los pacientes con Von hippel-Lindau es de un 70% a lo largo de la vida, siendo la
media de edad al diagnéstico 40 afios (en pacientes sin Von Hippel-Lindau en torno a la 62
década) a pesar de que se diagnostica en ocasiones antes en pacientes asintomaticos. Sin
embargo, es la primera causa de muerte. En la mayoria de los casos se trata de una lesion
multifocal y bilateral. EI manejo depende del tamafio: para aquellos menores de 3 cm se

realiza una tumorectomia, siendo de eleccion la nefrectomia cuando el tamafio es mayor.

Figura 4. TAC abdominal que muestra lesion

guistica en polo renal derecho (flecha).

V. Pancreas

Los tumores neuroendocrinos pancreaticos aparecen en 15-56% de los pacientes.
Los quistes y cistoadenomas (la mayoria serosos) tienen una prevalencia de hasta el 72%.
En total, las lesiones pancreaticas aparecen en 35-70% de los pacientes con VHL. La media
de edad es de 35 afios para los tumores neuroendocrinos y de 37 para los quistes.
En general los quistes se presentan de forma mdultiple y son asintomaticos, llegando a ser la
primera manifestacion de la enfermedad en un 12 % de los pacientes en algunas series.
Raramente se han descrito adenocarcinomas de pancreas y metastasis de carcinoma de

células renales.



Vi. Otros

Los tumores del saco endolinfatico son tumores benignos (cistoadenomas) y
localmente invasivos. Son considerados como patognoménicos de la enfermedad. Se
detectan con una media de edad de 22 afios (Siendo extremadamente raros en la poblacién
sin Von Hippel-Lindau) Aparecen en general de forma bilateral. Cursa con cambios de
audiciéon de intensidad variable, acompafiado o no de tinnitus, mareos y sensacion de
ocupacion del oido.

También han aparecido paragangliomas parasimpaticos de cabeza y cuello, siendo el mas
frecuente en tumor del cuerpo carotideo. Se trata de tumores derivados de las células
cromafines extraadrenales.

Los cistoadenomas del epididimo ocurren en casi el 25-60% de los hombres con la
enfermedad, en general de forma bilateral. Se diagnéstica en adolescentes

Esta descrita ademas la rara asociacion con cistoadenomas del ligamento ancho en mujeres

afectas.

e. FISIOPATOLOGIA (PROTEOMICA)

Alteraciones en el gen VHL, de herencia autosémica dominante y penetrancia
casi completa, son las responsables de esta entidad. En condiciones normales, el gen
VHL es un gen supresor de tumores, situado en el cromosoma 3p25. Sin embargo,

determinadas mutaciones llevan a la pérdida de la normofuncion del gen.

La transcripcién y traduccién del gen codifica para dos isoformas de una misma proteina:
la primera formada por 213 aminoacidos-pVH30-; y pVHL18 es la segunda isoforma mas
pequefia, sin los primeros 53 aminoacidos. En condiciones normales esta proteina
presenta dos dominios de union: alfa, a través del cual se une a un complejo multiproteico,
que incluye la elongina B y C, y Cullin 2 -complejo VCB-CUL2- y beta, mediante el que
une las sustancias a degradar. Dicho complejo se encarga de la ubiquitinacion y
degradacion de la subunidad alfa de los factores inducibles por hipoxia 1y 2 (HIFs) que
juegan un papel muy importante en la correcta adaptacion del organismo a los cambios
en los niveles de oxigeno. HIF controla la expresién de numerosos genes implicados en
diversas funciones, como la division celular, la formacion neovascular, y es el principal

regulador de los niveles de eritropoyetina.
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En condiciones normales (no hay hipoxia) el complejo VCB-CUL2 destruye HIF 1y 25,
evitando su expresion, y por tanto accion (Figura 5). Cuando existe una mutacién que
conlleva la pérdida de funcion de VHL, estos factores se acumulan, y estimulan la
transcripcion y expresion de numerosos factores tumorigénicos, como el factor de

crecimiento endotelial y el factor de crecimiento de plaquetas.

Intact pYHL/normoxia pVHL loss/hypoxia

Protoasomo
's;.‘b Activacion de la transcripcion de
{g(g genes de respuesta a hipoxia
v2
HiFa degradation

Figura 5: Funcion proteina

f. GEN

Los estudios realizados para tratar de filiar la etiologia de esta entidad sefialan
gue el gen VHL es el responsable de la misma. Presenta un patron de herencia
autosémico dominante. La penetrancia es casi completa. Se trata de un gen supresor de
tumores, situado en el cromosoma 3p25’. Diversas mutaciones descritas conducen a una

pérdida de la normofuncién de este gen, tanto en los casos familiares como esporadicos.

La teoria de los dos golpes de Knudson explica esta enfermedad, en la que se requiere
una mutacion en la linea germinal de una de las copias de VHL, apareciendo la clinica
cuando se pierda la expresion de la otra copia, ya sea por mutaciones o deleciones

somaticas del segundo alelo o por hipermetilacion del promotor.

Este gen (Figura 6) estd compuesto por tres exones que codifican dos isoformas distintas
en funcién de si contienen o no el exon 2: la isoforma grande -pVHL30, conteniendo los
tres exones (incluyendo los aminoacidos Metl y Met 54)- y la pequefia -pVHL18,
Gnicamente exonl y exon 3-. Esto se debe a un cambio en el marco de lectura,
produciéndose un procesamiento alternativo en el que se inicia la lectura en un lugar

interno: codon 54 AUG (Met) en el exon 1.
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a VHL gene

Nucleotide
number 1 214 553 554 676 677 855 4400
— A — - — . -
S'UTR 1 S22 v F 8 % SUR
b VHL protein
Met Met Y
Codon number. 1 14 54 63 114 155 193 204 213

(GXEEX)y B : T B

€ Functional regions of VHL protein :

gf?tonqm C binding

Nuclear export

Tumour suppression

Figura 6: Gen VHL

En algunos CCR se han encontrado la isoforma Il inalterada, lo que sugiere que esta
isoforma carece de actividad supresora tumoral. Sin embargo, estudios en ratones con
CCR se ha demostrado que al introducir pVHL18 -isoforma II- en aquellos que carecen de

pVHL30 esta actia como el alelo salvaje, recuperando la funcién supresora tumoral.

Modificaciones en el gen VHL se asocian ademas con otras enfermedades a parte del
sindrome de Von Hippel Lindau. La policitemia de Chuvash?® es una de ellas. La relacion
de la funcién de este gen con la via de sefales de la hipoxia, y la pérdida de su funcion
gue conduce a un aumento de los HIF explica la aparicion de la eritrocitosis: se produce
una regulacion positiva de la via de hipoxia, con un aumento de la respuesta a la misma,
aunque los niveles de oxigeno sean normales. Esto provoca un aumento de los niveles
de eritropoyetina, y ello a la eritrocitosis. La regulacién por un promotor alternativo del gen
VHL conduce a la formacién de una nueva isoforma de la proteina, que contiene el exon
1 junto con secuencias intronicas (E1’ cryptic-exon) traduciéndose en una proteina de 193
aminoacidos llamada X1 que se expresa en condiciones normales en tejidos sanos. Sin
embargo, mutaciones en este segmento han sido identificadas en numerosas familias con
eritrocitosis,como la sustitucion de un aminoacido R200W (Cambio de arginina por

triptofano)
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2. OBJETIVOS

e Objetivo general: Comparar las manifestaciones clinicas y alteraciones genéticas
de los pacientes incluidos en el estudio con la bibliografia y estudios previos.
¢ Obijetivos especificos:
o Revisar y verificar las correlaciones clinico-genéticas descritas en la
bibliografia
o Describir las alteraciones genéticas encontradas en los pacientes a
estudio.
o Relacién entre la clinica presentada por los pacientes (estableciendo

fenotipo correspondiente) y la genética encontrada.

3. MATERIAL Y METODOS
a. PACIENTES

Se incluyeron 9 pacientes, 4 mujeres y 5 hombres, que tras su estudio y realizacién de
pruebas radiolégicas presentaban diagndstico clinico de enfermedad de VHL,

procediendo posteriormente a su estudio genético. (Tabla 2)

Tabla 2: Descripcién pacientes

PACIENTE CLINICA Sexo
1 Hemangioblastoma retiniano y de fosa posterior M
2 Hemangioblastoma de fosa posterior M

Hemangioblastoma Retiniano—> Ciega
3 Hemangioblastoma de cerebelo M

Hemangioblastoma médula espinal > Paraplejia

4 Hemangioblastoma de cerebelo y médula espinal H

5 Hemangioblastoma de cerebelo H




5] Feocromocitoma H

7 Feocromocitoma H
8 Hemangioblastoma cerebelo M
9 Hemangioblastoma cerebelo H

M: Mujer/ H: Hombre

b. PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS

i.  Obtencién, amplificacion y secuenciacién

A partir de una muestra de sangre periférica, obtenida por venopuncién, se
realizé una centrifugacion repetida y lisis eritrocitaria, obteniéndose el DNA. Una vez
aislado, se realiz6 una amplificacién de las secuencias que corresponden a los exones 1,
2 y 3 del gen VHL. Estos fragmentos amplificados fueron separados en funcién de su
tamafio mediante electroforesis en gel de agarosa al 2%. Para monitorizar su migracion
se utilizaron dos colorantes: el xileno cianol, que migré con los fragmentos 5 Kb, y el azul
de bromofenol, con los fragmentos de 0,5 Kb. La visualizacion de dichos fragmentos se
realizé utilizando SYBR Safe DNA Gel Stain que emite fluorescencia al ser expuesto a luz

ultravioleta.

Los restos de oligonucleotidos y dNTPs sobrantes utilizados durante la PCR fueron

digeridos con una exonucleasa previamente a la secuenciacion de DNA.

ii.  Andlisis de grandes alteraciones gendémicas mediante MLPA

Para el analisis de grandes cambios genémicos (pérdidas o amplificaciones) en el
gen VHL se emple6 la técnica MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification.
Figura 7). Las sondas MLPA consisten en dos oligonucle6tidos, cada uno de los cuales
contiene una secuencia cebador PCR y una secuencia complementaria al objetivo (fragmento
a amplificar), conocida como secuencia de hibridacién. Las dos sondas se hibridan
inmediatamente adyacentes entre si. Cuando las sondas se hibridan correctamente con la

secuencia objetivo, son ligadas por una enzima ligasa termoestable.
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Los cebadores PCR amplifican exponencialmente las sondas ligadas. Uno de los primers esta
etiquetado con un tinte fluorescente para visualizar el producto de amplificacion de la sonda.
Posteriormente los productos amplificados se someten a cromatografia capilar, visualizando

el resultado en forma de electroferograma.
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Figura 7: Técnica MLPA

iii.  PCR cuantitativa a tiempo real

Tras realizar la técnica MLPA, se someti6 a la muestra de los pacientes en los que
se identificaron alteraciones a un analisis mediante PCR (Polymerase chain reaction) a
tiempo real cuantitativa comparativa. La PCR cuantitativa es una variante de la reaccioén en
cadena de la polimerasa (PCR) utilizada para amplificar y simultdneamente cuantificar de
forma absoluta el producto de la amplificacion de ADN. La técnica es similar a la PCR
convencional, afiadiendo una sustancia marcada con un fluoréforo que permita medir la tasa
de generacion de uno o mas productos especificos en un termociclador provisto de sensores
de fluorescencia, tras excitar el fluoroforo a la longitud de onda apropiada. Dicha medicion se

realiza tras cada ciclo de amplificacion.
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Las cantidades relativas de los dos productos seguiran siendo las mismas si la cantidad de
DNA de partida de ambas muestras es igual o, por el contrario, si hubiera una discrepancia
en estos valores iniciales, la cantidad de fragmentos amplificados mostraria diferente cinética

y por tanto diferente fluorescencia emitida.

3. RESULTADOS

Tabla 3: Resultados

PACIENTE CLASIFICACION CLINICA GENETICA

1 Tipo 1 Exén 1

2 Tipo 1 Exo6n 3

3 Tipo 1 Exo6n 3

4 Tipo 1 Region promotora
5 Tipo 1 Regién promotora
6 Tipo2C Exon 3

7 Tipo2C -

8 Tipo 1 (Hemangioblastoma Regién promotora

cerebelo)
9 Hemangioblastoma cerebelo -

En la tabla 3 se las alteraciones genéticas obtenidas. En los pacientes clasificados
clinicamente como tipo 1 (sin feocromocitoma) se encontraron mutaciones distintas: En el

paciente 1 se evidencié una mutacion puntual en el exén 1, que se correspondia con una

mutacion ya descrita y que justifica el proceso clinico. En el caso familiar (Pacientes 2 y 3:

Madre e hija) se encontré una mutacion en el primer aminoacido del exén 3, p.Tyrl75Ter

(cambio de una tirosina por una coddn de terminacién) no descartando que la afectacion se
extienda al intr6n adyacente, lo que confirma la enfermedad tanto clinica como genéticamente

(ANEXO 3). El estudio de los dos pacientes 4 y 5 (Hermanos) mostrd una alteracion en la

region promotora, que se traduce en una ausencia de proteina VHL.
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Esta alteracion también se encontré en un paciente con afectacion sélo cerebelosa (Paciente
8)

Con respecto a los pacientes clasificados clinicamente como VHL 2C (Feocromocitoma
aislado) se identificé en el paciente 6 una mutacion puntual en el exén 3 correspondiente a
p.Arg176GlyfsX26, mutacion ya descrita, que confirma la enfermedad. En el paciente 7 no se

identificd ninguna alteracion, por lo que el estudio deberia ampliarse a otros genes implicados

en la aparicion aislada de feocromocitoma (ANEXO 4)

A pesar de la confirmacién genética en la mayoria de los pacientes, ni en el paciente 7 ni en

el 9 se encontrdé una mutacion causante genéticamente de VHL, que si cumplian criterios

clinicos de la enfermedad.

4. DISCUSION

Con el objetivo de establecer la correlacién clinico-genética existente en la
enfermedad de Von Hippel-Lindau, se comparan los resultados del estudio con la literatura e
investigaciones previas.

Las mutaciones causantes de una pérdida de funcion del gen VHL se han relacionado con la
predisposicién a numerosos tumores correspondientes con VHL tipo 1. Existen numerosas
identificadas *°, sin embargo, aquellas causantes de una ganancia de funcién se han
identificado en VHL tipo 2C*8, Esto se debe a que la presencia de un determinado tumor esta
asociado con varios alelos mutantes, con diferentes funciones bioquimicas, pudiendo ser

algunas de ellas tejido-especificas.

En lo correspondiente a nuestra paciente 1 y pacientes 2 y 3 las mutaciones encontradas en
los exones 1 y 3 respectivamente se correspondian con una pérdida de la normofuncion
proteica, siendo la responsable del fenotipo concreto-VHL tipo 1-.

El caso de las pacientes 2 y 3 requiere un andlisis mas detenido, ya que, si bien ambas
cumplen criterios diagndsticos tanto clinicos como genéticos, los fenotipos con la misma
mutacion son distintos. La alteracion gendmica hace que en vez de codificar una Tyr (TAC)
codifica un fin de sefial (TAA) lo que hace que la proteina quede truncada perdiendo una
importante cadena de aminoacidos de su estructura. La paciente 2 (madre) presenta
Unicamente un hemangioblastoma de fosa posterior, mientras que su hija (la paciente 3) tiene
una clinica mucho mas florida, asociando hemangioblastoma retiniano (que le provocd una
pérdida completa de la vision, siendo bilateral), hemangioblasoma de cerebelo y

hemangioblastoma en la médula espinal (que ha terminado por producir una paraplejia).
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Esto se considera debido a una herencia autosémica dominante, pero de penetrancia
incompleta de la mutacion heredada en este caso (ANEXO 2).

En torno al 12-24% de todos los feocromocitomas son hereditarios, formando parte de
sindromes familiares hereditarios, como por ejemplo MEN 2 (Neoplasia endocrina mdltiple
tipo 2) Neurofibromatosis tipo 1 o VHL.

En pacientes con VHL, los feocromocitomas determinan la clasificacion clinica como tipo 2
de la enfermedad. De acuerdo con Hes et al®, estan causados por una mutacién missense,
causando un cambio de aminoacido, que provoca una ganancia de funcion (en contraposicion
con las mutaciones descritas causantes del tipo 1, que provocan una pérdida de funcién)
Hoffman et al.iEror! No se encuentrael origen de lareferencia. degcribid a partir de experimentos en ratones
gue existen determinadas mutaciones causantes del tipo VH 2C en las que la proteina VHL
mantiene la capacidad para unirse a HIF (como por ejemplo pVHL L188V). Estos alelos
podrian realizar la poliubiquitinacion de HIF in vitro e in vivo, lo que conduce a una disminucién
de la activacion de los genes diana de HIF. En contraste, esta variante muestra una
disminucion en la union de la fibronectina y por ello, una disminucién de la capacidad para
restaurar el ensamblaje de la matriz de fibronectina extracelular. Esto sugiere que el
ensamblaje de la matriz de fibronectina podria desempefar un papel especialmente
importante en el desarrollo del feocromocitoma.

En nuestra paciente 6, clasificada clinicamente como VHL tipo 2C, se confirmo el diagndstico
mediante el analisis genético. Sin embargo, en el paciente 7, también con etiqueta diagndstica
previa de VHL tipo 2C, no se encontrdé ninguna alteracion genética compatible con VHL, por
lo que deberia realizarse un diagnéstico diferencial de los posibles sindromes causantes de
la clinica. Actualmente son mas las alteraciones genéticas no relacionadas con el VHL que
las que si lo estan, las que se encuentran al realizar el estudio genético de los pacientes

afectos de feocromocitoma (ANEXO 3).

En lo que concierne a la region promotora, los estudios realizados son menos numerosos.
Lucia Anna Muscarella®® identificé una duplicacién en heterocigosis (ca. -44_-54dupl11) de 11
pb en la region promotora de VHL 65 pb antes del coddn de inicio en un paciente con
hemangioblastoma cerebeloso (al igual que nuestro paciente 8) Estas investigaciones
coinciden con Martella et al*® . En nuestros pacientes hermanos (4 y 5) se encontraron
también mutaciones en la region promotora. En el caso del paciente 5 observamos como la
mutacion ademas se asocia a una clinica mas amplia, presentando el mismo un

hemangioblastoma medular.
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Por ultimo, no se encontrd ninguna mutacion causante de VHL en el paciente 9, clasificado
clinicamente como VHL por presentar un hemangioblastoma cerebeloso. Esto nos lleva a
pensar en diagndsticos alternativos responsables de este cuadro. Los hemangioblastomas
son los tumores primarios intraaxiales mas frecuentes en la fosa craneal posterior en adultos,
con predominio en el sexo masculino y debut entre la 4% y 52 década de vida. La mayoria son

espontaneos, siendo un 20-25 % los que se encuentran asociados al VHL.

5. CONCLUSIONES

1. El estudio gendémico resulta imprescindible, hoy dia, para confirmar el diagnéstico de
VHL.

2. En los casos de clinica de feocromocitoma debe realizarse un completo diagnostico
diferencial, ampliando los genes a estudiar, buscando aquellos relacionados con
enfermedades o sindromes hereditarios que en su evolucién cursan con esta
patologia.

3. A pesar de la asociacion de distintos genotipos con fenotipos determinados, una
alteracién genética se correlaciona con distintos niveles de gravedad, basado en la

penetrancia incompleta de las mutaciones causantes de VHL.
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7. ANEXOS

ANEXO 1

Relacion clinica-genética por érganos en VHL.
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Mutation non sense
gen VHL (exén 3)

Mutacién non sense en el exon 3 de las pacientes 2 y 3.

ANEXO 2

i
G
240

TAC>TAA
p-Tyr175Ter
¢.525C>A
$-1
AG

i
A
210

22



ANEXO 3

Conjunto de genes relacionados con el feocromocitoma:

NF: Neurofibromatosis. RET: rearranged during transfection (reordenado durante la transfeccion) SDH:
Succinato Deshidorgenasa. TMEM12: Proteinas transmembrana 127. MAX: myc-associated factor X

(Factor x asociado a myc)
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