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Resumen

Parag,angllomas Introduccidn: Los paragangliomas (PG) en general y los carotideos (PGC) en particular son tumo-
carotideos; res infrecuentes, generalmente Unicos y de evolucién benigna, que presentan controversias en
Pargganghomas su comportamiento biolégico e historia natural.

familiares; Objetivo: Correlacionar la presencia de mutaciones de los genes del complejo enzimatico suc-
Paragangliomas cinato deshidrogenasa (SDH) con la aparicién de presentaciones atipicas de PG (bilaterales,
multlples;. multicéntricos y malignos).

E;ﬁg:ggl TomiteEs Pacientes y método: Estudio genético en 20 pacientes, 18 con PGC esporadico y 2 con PGC fami-

liar; 2 pacientes presentaban localizaciones multiplesy 3 fueron de evolucion maligna. Después
de consentimiento informado especifico, se obtuvo sangre periférica de los pacientes para rea-
lizar un estudio genémico segln protocolo estandar.

Resultados: S detectaron mutaciones en 6 pacientes (30%de la serie), repartiéndose de forma
homogénea (2 por subunidad B, Co D). Las mutaciones fueron del 100%en las formas familiares
(2/2) y del 22,2%en las esporadicas (4/ 18). Los 2 pacientes con PG multiples presentaron mu-
taciones (SDHBy SDHC). En 2 de 3 pacientes con PG de evoluciéon maligna se presentaron muta-
ciones en SDHB. En los casos familiares se estudié a 3 hijos de los pacientes, resultando positivo
(SDHB) un caso. Finalmente, 3 de las 6 mutaciones descritas por nosotros no han sido referidas
previamente en la literatura consultada (SDHB c.472 del A, SDHC ¢. A377Gy SDHC c. A21G).
Conclusiones: La mutacion de las subunidades de SDH es responsable de la tendencia a padecer
un PGtanto en las formas familiares como en las esporadicas, teniendo una importante relevan-
ciaen la presencia de formas multiplesy el pronéstico evolutivo de estos tumores.
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Genetic study of the succinate dehydrogenase enzyme complex in carotid
paragangliomas: diagnostic implications

Abstract

Introduction: Carotid paragangliomas (CPGs) are uncommon tumours which tend to be isolated
and benign. However, there are controversies over their biological behaviour and natural
history.

Aim: To correlate the presence of mutations of succinate dehydrogenase (SDH) complex genes
with the appearance of atypical CPGs (bilateral, multicentral and malignant).

Patients and met hods: We carried out mutation analysesin 18 patients with sporadic CPGs and
2 patients with familial CPGs. Two patients had multiple locations and three had a malignant
outcome. After obtaining informed consent, peripheral blood was obtained to perform a genomic

Results: We identified SHD mutations in six patients (30%, 100%in familial CPGs (2/ 2) and
22.2%in sporadic CPGs (4/ 18). Both patients with multiple CPGs showed mutationsin SDH (SDH
subunit B and SDH subunit C). Two of three patients with CPGs and malignant outcome showed
mutation in the SDH subunit B gene. In familial CPGs, we studied three children and we found a
positive case (SDHB). Finally, we identified three novel SHD mutations (SDHB c.472 del A, SDHC

Conclusion: SDH mutations are responsible for the trend to suffer CPGs in both familial and
sporadic forms and may play an important role in multiple CPGs and malignant PGs.
© 2010 SEACV. Published by Hsevier Espafia, SL. All rights reserved.

Succinate
dehydrogenase
complex study according to a standard protocol.
¢.A377G; and SDHC c. A21G).
Introduccion

Los paragangliomas (PG) son tumores poco frecuentes, dis-
tribuidos desde la base del craneo hasta el suelo pélvico,
afectando con algo mas de frecuencia a la regién cervicoce-
falica. Por orden de frecuencia, asientan en el cuerpo caro-
tideo (60-709, el bulbo yugular, el nervio vago, etc.'.

Los tumores que asientan sobre el cuerpo carotideo se
denominan actualmente paragangliomas carotideos (PGC)
y sus caracteristicas habituales son: baja incidencia, uni-
cos, muy vascularizados, no funcionantes, delimitados
pero no encapsulados y benignos. Afortunadamente sélo
en muy pocas ocasiones invaden la pared de las arterias
carétidas?

Entre las controversias de los PG en general y los PGC en
particular esta su comportamiento bioldgico e historia natu-
ral. En este sentido, también existen presentaciones atipi-
cas: bilaterales (5-109) y multicéntricas tanto sincrénicas

(2% como metacronicas a la localizacion carotidea, e inclu-
so situaciones de evolucion maligna (10%3. Todas esas po-
sibilidades modifican el planteamiento diagndstico y
complican el tratamiento de los PG.

Estudios Ilevados a cabo en los ultimos afos sobre los
patrones de herencia y las caracteristicas clinicas de
los feocromocitomas y el resto de PG han puesto de mani-
fiesto que pueden aparecer bien en sindromes hereditarios
caracterizados por la presencia de otros tumores, como
son la neoplasia endocrina multiple tipo 1 (MEN 1), la neo-
plasia endocrina maltiple tipo 2 (MEN 2), la enfermedad de
Von Hippel Lindau (VHL) y la neurofibromatosis tipo 1
(NF1), bien en sindromes en los que la manifestacion prin-
cipal es el PG, como son los sindromes PGL1, PGL2, PGL3
y PGL4 (tabla 1). De los cuatro sindromes de PG, tres,
PGL1, PGL3 y PGL4, muestran una asociacion muy fuerte
con mutaciones germinales en los genes de |as subunidades
del complejo enzimatico succinato deshidrogenasa (SDH)*.

Tabla1 Genesimplicados en el desarrollo de paragangliomasy feocromocitomas

Sindrome Gen Localizacién Proteina
MEN 1 MEN 1 11913 Menin
MEN 2 RET 10q11 Ret
Von Hippel Lindau VHL 3p26 VHL
Neurofibromatosis 1 NF1 17911 Neurofibromina
PGLA1 SDHD 11923 Subunidad D de SDH
PGL2 ? 11913 ?
PGL3 SDHC 1921 SQubunidad Cde SDH
PGL4 SDHB 1p36 Subunidad B de SDH

MEN: neoplasia endocrina multiple; SDH: succinato deshidrogenasa.
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Tabla2 Datos molecularesy clinicos de los pacientes con mutaciones

Gen Ex6n Secuencia ADN  Secuencia proteina Diagndstico (localizacién)  Historia familiar ~ Evolucion del tumor
SDHB 5 c.472 del A STOP codon 1PG=C No Maligno
SDHB 6 c.T574C p.C192R 2PG=C+V S* Maligno
SDHC 5 c.A377G p.Y126C 1PG=C No —
SDHC 1 c.A21G No 3PG=2C+Y S —
SDHD 3 c.C204T No 1PG=C No —
SDHD 3 c.C204T No 1PG=C No —

*Paciente que tiene uno de sus hijos afectado por la misma mutacién.

C: car6tida; PG: paraganglioma; V: vagal; Y: yugular.

B objetivo del presente trabajo esinvestigar la relacion
entre la presencia de estas mutaciones (SDH) y la existen-
cia o aparicion de presentaciones atipicas de PG, sobre
todo en los que se refieren a las formas bilaterales, multi-
céntricas (sincrénicas y/ o0 metacroénicas) y de evolucién
maligna.

Material y métodos

Se realiza un andlisis genético en 20 pacientes diagnostica-
dos de un PGC en el Hospital Universitario de Salamanca
(13 casos) y el Hospital Universitario de Albacete (7 casos).
Excepto 2 casos, el resto no tenia historia familiar y por tan-
to fueron considerados como formas esporadicas de PG.

COMPLEJO II

Membrana
interna mitocondrial

Succinato Fumarato

Figura 1 Estructura del complejo succinato deshidrogenasa
(SDH), donde se aprecia la disposicidn de sus cuatro subunida-
des. Ay Bforman parte del nlcleo catalitico y se colocan hacia
la parte exterior de la membrana mitocondrial interna (estro-
ma). Cy D son las subunidades de anclaje del complejo a dicha
membrana. Conjuntamente, en la figura se aprecia la reaccién
catalizada por el complejo SDH en el ciclo de Krebs.

Presentaron un PGC unilateral o Unico 18 pacientes, y los
2 pacientes restantes mostraron PG multiples: un caso
con 2 localizaciones (carétida y vago) y otro con 3 (caroti-
deo bilateral y yugulotimpanico). En 2 pacientes se registré
una evoluciéon maligna del PG.

Previo al inicio de la investigacién genética se obtuvo un
consentimiento informado especifico para dicho estudio.
Conjuntamente, en los 2 casos familiares, se realizo estudio
genético a 3 de los hijos de los pacientes.

Se obtuvo sangre periférica (10 ml) para estudiar el geno-
ma ADN en busqueda de mutaciones en los genes SDHB,
SDHC y SDHD. Se realizé una amplificacion de 8 (SDHB),
6 (SDHC) y 4 exones (SDHD) mediante reaccién en cadena de
la polimerasa (PCR). B producto del PCR se amplific6 me-
diante analisis con electroforesis en gel sensible a confor-
macién (CSGE) y finalmente se procedid a una secuenciacion
(migracion anormal de las bandas del ADN).

Resultados

Se detectaron mutaciones en 6 pacientes (30%de la serie),
repartiéndose de forma homogénea (2 por subunidad SDHB,
SDHC o SDHD). Las mutaciones existieron en el 100 %de las
formasfamiliares (2/ 2) y el 22,2%de las esporadicas (4/ 18).
Los 2 pacientes con PG multiples presentaron mutaciones
(SDHBy SDHC). Entre los pacientes con PG de evolucion ma-
ligna, 2 de los 3 presentaron mutacién SDHB.

En las formas familiares se estudi6 a 3 hijos de los pacien-
tes, resultando positivo un caso (mutacién a nivel SDHB).

Finalmente, 3 de las 6 mutaciones no han sido referidas
previamente en la literatura revisada (SDHB c.472 del A,
SDHC ¢.A377Gy SDHC c. A21G).

Las diferentes caracteristicas moleculares y clinicas pue-
den apreciarse en la tabla 2.

Discusion

Los PG muestran una intensa asociacion con mutaciones
germinales en los genes de 3 de las 4 subunidades del com-
plejo enzimético SDHS.

Bl complejo enzimatico SDH (fig. 1) esta localizado en la
membrana mitocondrial, forma parte de la cadena transpor-
tadora de electrones (complejo Il) y participa en el ciclo de
Krebs®”. Como otras secuencias enzimdticas, esta codifica-
do genéticamente.
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La causa de que mutaciones en los genes SDH produzcan
PG todavia no se ha aclarado definitivamente, habiéndose
postulado varias teorias® 3.

Las mutaciones en los genes SDHB y SDHD son las principa-
les responsables de la aparicién de PG, contribuyendo al
70%de los casos familiares y quiza hasta un 8%en los apa-
rentemente esporadicos''. La frecuencia de mutaciones
en SDHC es muy variable, determinandose una baja frecuen-
cia o incluso no encontrandose esta mutacién'', lo que
contrasta con lo encontrado en nuestra serie. Con la aplica-
cion de nuevas técnicas, se ha puesto de manifiesto la exis-
tencia de grandes deleciones en los genes SDH, habiéndose
sugerido que este tipo de alteracion puede llegar a repre-
sentar hasta el 12%de las alteraciones en el gen SDHB. Este
tipo de alteracion sélo se ha descrito, hasta el momento, en
pacientes portadores de PG esporadico™.

Existe una base de datos que pretende ser una herramien-
ta util para el estudio clinico de PG'. Dicha base incluye
120 variantes de las secuencias germinales de los genes, de
las cuales 98 se cree son patogénicasy 22 corresponderian a
variantes no funcionales o polimorfismos. Las mutaciones de
cambio de aminoacido (missense) son relativamente fre-
cuentes en el gen DHB, agrupandose en torno al sitio cata-
litico de la subunidad, mientras que las mutaciones
truncantes son mas frecuentes en SDHD, afectando en este
caso a los tres dominios transmembrana. SDHC, como ya se
ha apuntado, muestra un menor nimero de mutaciones re-
gistradas que los anteriores genes. Tres de nuestras muta-
ciones no estaban recogidas en esta base de datos.

Aunque cada vez se describe un mayor nimero de muta-
ciones en estos genes en pacientes con PG esporadico y he-
reditario, no se ha encontrado una correlacién con el
fenotipo de los pacientes®. De hecho, inicialmente no se
encontraron mutaciones en el gen SDHD en pacientes con
feocromocitoma, mientras que las mutaciones en SDHB pa-
recian ser recurrentestanto en pacientes con feocromocito-
ma como con PG; posteriormente también se han descrito
mutaciones en el gen SDHD en pacientes con feocromocito-
ma. Hasta la fecha, estudios poblacionales han intentado
determinar diferentes caracteristicas clinicas de los pacien-
tes diagnosticados tanto de PG como de feocromocitoma,
observandose que los individuos portadores de mutaciones
en el gen SDHD desarrollan tumores de forma mas frecuen-
te?', mientras que la aparicién de mutaciones en SDHB se
asocia con la aparicion de PG o feocromocitomas mas agre-
sivos y malignos?.

Un amplio estudio europeo y americano, que incluy6
83 PG de cabeza y cuello?, llegd a las siguientes conclusio-
nes: a) en la mutacién SDHD son més frecuentes los PG mul-
tifocales, incluidos los silentes, y b) en la mutacion SDHB
son mas frecuentes las situaciones malignas. Este ultimo he-
cho ha sido corroborado en otra amplia serie®. La nuestra
mantiene esta misma linea.

Otra caracteristica significativa de las mutaciones germi-
nales en el gen SDHD es que solamente desarrollan fenotipo
tumoral cuando el alelo se hereda por via paterna. En este
sentido, los alelos maternos también se heredan, pero la
primera generacion originaria portadores asintomaticos.
Este hecho se debe a un efecto de transmision autosdémica
dominante con impronta materna, a la cual parece estar
sujeto este gen?, hecho relevante en el consejo genético de
familias portadoras de estos sindromes.

Asi las cosas, qué implicaciones diagnosticas tiene el es-
tudio genético? hasta ahora sabiamos que las distintas for-
mas (esporédicas, hiperplasicas o familiares) presentan
mayor o menor frecuencia de presentaciones atipicas (bila-
teralidad, sincronismo y malignizacion), a saber:

1. Formas esporadicas (80-90%del total). Mas frecuente en
mujeres. La bilateralidad y el sincronismo son infrecuen-
tes. Pocos casos son malignos.

2. Formas hiperplésicas (3-5%. Distribucion igual por sexos.
Propia de personas que viven en altitud o pacientes con
enfermedad pulmonar obstructiva cronica. La bilaterali-
dad es muy frecuente (90% y la malignizacion, una ex-
cepcién. Baja historia familiar.

3. Formasfamiliares (7-99. Frecuentemente son bilaterales
(1/ 3 de casos) y malignos (1/ 4). Con cierta frecuencia se
asocian a otros PG cervicocefalicos, feocromocitomas o
incluso otros tumores del sistema APUD. Frecuente en pa-
cientesjévenes e igualdad de sexos.

Ante estas posibles peculiaridades, es légico que se reali-
cen las siguientes pruebas diagnésticas adicionales en los
casos familiares, obviando el resto:

1. Blasgqueda de un tumor contralateral o sincrénico: explo-
racion otorrinolaringolégica, tomografia computarizada/
resonancia magnética, gammagrafia con metayodoben-
cilguanidina (MIBG) u octreotide (esta ultima de supues-
ta mayor sensibilidad), etc.

2. Despistaje en formas familiares o basqueda de PG meta-
cronicos: gammagrafia con MIBG u octreotide.

B valor afadido del estudio genético (incluso preoperato-
rio) es el descubrimiento de mutaciones genéticastanto en las
formasfamiliares como en las esporadicas, ampliando el cam-
po diagndstico referido a formas esporéadicas que son posible-
mente formas familiares ocultas. Al igual que muestra nuestra
serie, alrededor de un tercio de pacientes con PG tiene una
predisposicion hereditaria® que es preciso investigar. Asi las
cosas, el conocimiento preoperatorio de esta informacién
cambia el manejo global (diagnostico y terapéutico) de estos
pacientes, tanto en las formas familiares como esporéadicas.

En conclusion, la mutacion de las subunidades de SDH es
responsable de la tendencia a padecer un PGC tanto en las
formas familiares como en las esporadicas, teniendo una
importante relevancia en la presencia de formas multiplesy
el pronodstico evolutivo de estos tumores. Por todo ello, pen-
samos que en el momento actual esta plenamente justifica-
dorealizar estudiosgenéticos en los pacientes diagnosticados
de PG en general y PGC en particular.
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