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El sindrome de Crouzon es una craneosinostosis com-
pleja debida a mutaciones en el receptor del factor de cre-
cimiento fibroblastico (FGFR) tipo 2. Se presenta una pa-
ciente de sexo femenino con la asociacion de sindrome
de Crouzon mas acantosis nigricans (CAN). El estudio mo-
lecular mostré una mutacién puntual (Ala391Glu) en el do-
minio transmembrana de otro FGFR, el tipo 3 (FGFR3) (a
escasas bases de distancia de la mutacion mas frecuente de
acondroplasia, la Gly380Arg).

El sindrome de CAN es una entidad recientemente des-
crita, cuya clinica y alteracion molecular es diferente a la
del sindrome de Crouzon. Estas diferencias son importan-
tes cuando es necesario establecer una estrategia para rea-
lizar estudios moleculares y para el diagnéstico prenatal
de esta entidad.
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CROUZON'S SYNDROME WITH ACANTHOSIS
NIGRICANS

Crouzon’s syndrome is a complex craniosynostosis di-
sorder due to mutations in fibroblast growth factor recep-
tor (FGFR) type 2.

We report a female patient with Crouzon’s syndrome as-
sociated with acanthosis nigricans. The molecular abnor-
mality in this patient is a point mutation (Ala391Glu) in
the transmembrane domain of another FGFR (type 3),
which is very close to the mutation (Gly380Arg) most fre-
quently observed in achondroplasia.

Acanthosis nigricans is an emerging disorder. Its clinical
features and molecular findings differ from those of isola-
ted Crouzon’s syndrome. These data are very useful when
molecular tests are required for prenatal diagnosis.
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INTRODUCCION

El sindrome de Crouzon (SC) descrito por primera vez
en 19121, es una patologia génica de herencia autosomi-
ca dominante caracterizado por craneosinostosis que
compromete todas las suturas craneales, y ocasiona alte-
raciones secundarias del macizo facial facilmente reco-
nocibles por el genetista clinico tras la exploracion fisica.

La acantosis nigricans es una patologia dermatologica
caracterizada por lesiones hiperqueratdsicas, hiperpig-
mentadas y papilomatosas con pequefos tumores papila-
res, que con frecuencia se observa en los pliegues y zo-
nas de flexion.

La asociacién de sindrome de Crouzon con acantosis
nigricans (CAN) se ha descrito hace mis de una década
por varios autores?®5. En 1995 pudo determinarse la mu-
tacion especifica en un gen, el receptor del factor de cre-
cimiento fibroblastico 3 (fibroblast growth factor receptor
3, FGFR3), como responsable de esta enfermedad. Dicha
mutacién es un cambio puntual (transversion C — A) en
el nucledtido 1172 del gen FGFR3, resultando en un cam-
bio de aminoacido en la posicion 391 de la proteina
(Ala391Gluw)°.

De esta forma quedé demostrado que el SC aislado y el
sindrome CAN son dos entidades diferentes. La primera
se debe a mas de 25 mutaciones diferentes en el tercer
dominio inmunoglobulina-simil del FGFR2 y la segunda a
una Unica mutacion, altamente especifica y conservativa
en el dominio transmembrana del FGFR3 (fig. 1).

Por otra parte, en el CAN se observaron algunas altera-
ciones esqueléticas que remedan aquellas presentes en la
acondroplasia e hipocondroplasia, dos enfermedades que
también estin relacionadas con alteraciones moleculares
del FGFR3 (tabla 1), tal como la disminucién en la dis-
tancia interpeduncular en las vértebras lumbares, y otras
no relacionadas a acondroplasia e hipocondroplasia
como cementomas de mandibula.
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Debido a esto, recientemente Cohen’ sugirié renom-
brar al CAN como Crouzonodermoskeletal syndrome, in-
cluyendo el fenotipo crouzonoide, la acantosis nigricans
(dermo) y las alteraciones vertebrales y cementomas de
mandibula (skeletal).

Se presenta el caso de una paciente adicional con CAN,
con estudio molecular confirmatorio de la enfermedad.

La importancia de diferenciar entre estas dos entidades
muy similares radica en realizar estudios moleculares di-
rigidos, poder determinar riesgos y realizar estudios pre-
natales en pacientes afectados de este tipo de craneoeste-
nosis.

OBSERVACION CLINICA

Se trataba de una paciente de sexo femenino, produc-
to de la segunda gestacion de un matrimonio sano, no
consanguineo, edad materna de 32 afios y paterna de
47 anos que fue evaluado en el Servicio de Genética del
Hospital de Nifios Ricardo Gutiérrez (Buenos Aires). No
existe enfermedad familiar relevante. La hermandad esta-
ba constituida por una nifia mayor sana. El embarazo fue
controlado, presenté anemia que requirio tratamiento con
hierro por via oral. El parto fue por cesdrea por posicion
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Figura 1. Representacion esquemdtica de la proteina del
receptor del factor de crecimiento fibrobldstico
tipo 3. TK1 y 2: dominios tirosincinasa 1y 2;
TM: dominio transmembrana; IGL1, 2 y 3: do-
minios inmunoglobulina similes 1, 2y 3.

TABLA 1. Comparacion de las enfermedades genéticas relacionadas con mutaciones en el gen FGFR3'8-2!

Enfermedad Caracter.tstl‘cas clinicas OMIM Tipo dfz Dominio proteico Mutaciones
principales herencia (fig. 1)
Acondroplasia Enanismo con miembros cortos, 100800 AD ™ Gly380Arg, Gly375Cys
macrocefalia, manos en
tridente, hiperlordosis lumbar
Hipocondroplasia Talla baja, miembros 146000 AD TK1 Asn540Lys, Asn540Thr, Asn328Iso,
relativamente cortos, IGL3 Asn540Ser, Lys650Asn,
macrocefalia relativa Lys650Gln, Tle538Val, Lys652GIn
Displasia tanatoférica tipo I Enanismo letal, craneosinostosis 187600 AD TK2 Ser371Cys, Tyr373Cys, Arg248Cys,
con craneo en trébol 1GL.2 Ser249Cys, X807Arg, X807Cys
y fémures curvos IGL3
Displasia tanatoférica tipo II - Enanismo letal, craneosinostosis 187601 AD TK2 Lys650Glu
con craneo en trébol
y fémures curvos
Craneosinostosis coronal Craneosinostosis coronal 602849 AD Uni6n entre Pro250Arg
de Muenke unilateral o bilateral con el IFL2
alteraciones en carpo y tarso y el IGL3
SADDAN Acondroplasia con fenotipo 134934.0015 AD TK2 Lys650Met
grave, retraso mental, acantosis
nigricans, lesiones Oseas graves
Displasia letal platispondilica Enanismo letal con miembros 270230 AD? TK2 Arg248Cys, Ser249Cys, Tyr373Cys
tipo San Diego cortos. Radiolégicamente con 1GL2
“espiculas” metafisarias 1GL3
Craneosinostosis con Craneosinostosis prematura AD Uni6n entre Pro250Arg
hiperplasia dérmica de la calota, acantosis el IFL2
(CHE o sindrome simil nigricans, hiperplasia dérmica, y el IGL3
Beare-Stevenson) cutis gyrata
Crouzon con acantosis Craneosinostosis, exoftalmos, 134934.0011 AD ™ Ala391Glu
nigricans hipoplasia mediofacial,
acantosis nigricans,
cementomas de mandibula

TM: transmembrana; TK1: tirosincinasa 1; TK2: tirosincinasa 2; IGL1: inmunoglobulina simil 1; IGL2: inmunoglobulina simil 2; IGL3: inmunoglobulina simil 3.
SADDAN: acondroplasia grave, retraso mental y acantosis nigricans (Severe Acondroplasia, Developmental Delay, Acanthosis Nigricans).
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transversa, a término. Pesé al nacer 4.300 g. En el perio-
do neonatal present6 ictericia que requirié fototerapia y
sindrome de aspiracién de liquido amniético meconial,
que evolucioné de manera favorable.

La exploracion fisica a los 2 meses de edad presentaba
(fig. 2): perimetro cefilico, 37 cm (Ps), talla 57,5 cm (Ps)
y peso de 4.100 g (P,5), craneo en hoja de trébol, occi-
pucio plano, fontanela anterior de 3,5 X 4,5 cm, remolino
central posterior, implantacién del cabello en la nuca
baja. La cara con frente triangular, hendiduras palpebrales
horizontales con proptosis ocular, escleréticas azuladas.
Nariz de forma picuda, puente nasal ancho, columela
triangular, filtruum corto, boca con paladar estrecho y pla-
no, frenillo lingual y mentén pequefo. Las orejas esta-
ban implantadas bajas y con rotacién posterior, con hélix
simplificado, raiz de hélix cruzada, antitrago prominente
y lébulo levantado en la izquierda.

El cuello corto, con acantosis nigricans. Abdomen
globuloso con hernia umbilical. Las manos presentaban
dedos cortos y ahusados, clinodactilia de los quintos de-
dos, ufias hiperconvexas y estrechas. Pliegues palmares
profundos, hiperpigmentados. Pies con pliegues pro-
fundos, primer ortejo con una en cucharita. Piel con hi-
perpigmentacién en area del cuello, térax, linea alba y
cara anterior de los brazos, con dreas de acantosis 7i-
gricans.

Exdmenes complementarios: radiografia de crineo con
conformacioén en hoja de trébol. Examen ocular y fondo
de ojo normal. Cariotipo convencional y bandeado nor-

Figura 3. TC de la paciente.
Obsérvese la braquicefalia,
con conformacion anormal
¥ del craneo y ventriculome-
galia.
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Figura 2. A) Facies de la pa-
ciente. Notese la craneostenosis
con la forma de boja de trébol.
By C) Brazo y talon de la nina
mostrando las zonas de acanto-
sis nigricans.

mal (46,XX). Tomografia computarizada (TC) de encéfa-
lo (fig. 3): ventriculomegalia grave a expensas de los ven-
triculos laterales, con deformacion franca de los mismos
debido a la craneoestenosis.

ESTUDIO MOLECULAR

Se procedio a la extraccion de ADN genémico total de
leucocitos de sangre periférica de la paciente por los mé-
todos tradicionales de extraccion con alcoholes (fenol-clo-
roformo-isoamilico). Se realiz6 la purificacion y precipita-
cion del ADN con alcohol etilico al 100% y luego se
rehidraté en una suspension de buffer TE (Tris-EDTA).
Una alicuota de 250 ng de ADN se utilizé como templado
para la amplificacién del exén 10 del gen de FGFR3 por
PCR en un volumen final de 50 pl, usando como primers
los descritos por Wuchner et al®: primer for (20 pmol):
CAGGCCAGGCCTCAACGCCC; y primer rev (20 pmol)
AGGCCTGGCGGGCAGGCAGC. Se anadieron a la reac-
cion 40 mM de KCI, 10 mM Tris-HCI, 1,5 mM MgCl,,
200 mM de cada uno de los dNTP, Taq polimerasa 0,3 U,
y agua hasta completar el volumen de reaccion. Se reali-
z6 una desnaturalizacion inicial de 3 min a 95°, seguidos
de 30 ciclos de 45 s a 95°, 1 min a 61° y 1 min a 72°, con
una extension final de 7 min a 72°.

La presencia de amplificado se corrobor6 con la siem-
bra de 10 pl en un gel de agarosa al 2%. El producto de
amplificado fue sometido a digestién enzimdtica con
Aci I, sembrados en geles de poliacrilamida 10% y tefi-
dos con tincion de plata. La presencia de un alelo muta-
do genera un nuevo sitio de restricciéon, observindose
una banda adicional en la corrida electroforética. Para
secuenciacién, el amplificado se purificé utilizando co-
lumnas de purificacion Wizard DNA®, y se secuencit en
forma automadtica utilizando un secuenciador automatico
ABIPrism 310® (Applied Biosystem®).

RESULTADOS

La amplificacion del ADN genémico con los oligonu-
cledtidos especificos fue evaluada con un gel de agarosa
al 2%, donde se observé la presencia de amplificado con
el nimero de bases esperado.
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La digestién con la enzima Aci I del amplificado mostré
un patrén de 4 bandas correspondiente a lo esperable se-
guin el nuevo sitio de restriccion generado por la mutacion.

La presencia de la transversion fue confirmada por se-
cuenciacién directa, observandose heterozigosis en la po-
sicién 1172: un nucledtido A (alelo normal) y un nucle6-
tido C (alelo mutado) (fig. 4).

DiscusiON

Hasta la actualidad se han comunicado alrededor de
30 casos de CAN!1, Aproximadamente la mitad de estos
pacientes han sido estudiados molecularmente, presen-
tando en su totalidad la misma y tnica transversion (mu-
tacién puntual) en el exén 10, la C1172A (Ala391Glu) del
gen FGFR3.

El sindrome CAN es diferente del SC debido a que:
a) la alteracion molecular reside en genes diferentes; b) la
mutacién en el sindrome CAN es altamente conservativa
y homogénea (todos los pacientes comunicados hasta el
momento presentan la mutacion Ala391Glw), y ¢) el CAN
puede presentar hallazgos clinicos (acantosis nigricans) y
radioldgicos (alteraciones en las distancias interpeduncu-
lares vertebrales y cementomas de mandibula) no obser-
vables en el SC.

La mutaciéon Ala391Glu fue confirmada por secuencia-
cion directa del fragmento génico. Dicha mutacion en CAN
estd en el dominio transmembrana de la proteina de
FGFR3, distante a s6lo 11 aminodcidos de la mutacién
Gly380Arg que se observa en mis del 95% de los pacientes
con acondroplasia. Este hecho es interesante, debido a que
el fenotipo del CAN es totalmente diferente al de la acon-
droplasia, aun compartiendo alteraciones en el mismo gen
y en el mismo dominio proteico transmembrana (tabla 1).

No obstante, existe cierto grado de superposicion de
los signos clinicos entre las diferentes patologias asocia-
das con las mutaciones del FGFR3. Por ejemplo, la falta
de progresion en las distancias interpedunculares de las
vértebras lumbares en el CAN es muy similar a la que se
observa en la acondroplasia e hipocondroplasia. Otros
hallazgos radioldgicos sutiles que remedan a la acondro-
plasia e hipocondroplasia tales como estrechamiento del
foramen magno, cuerpos vertebrales pequenos, falanges
y metacarpianos cortos y anchos, cuellos femorales acor-
tados, estrechamiento del las hendiduras sacrociaticas y
raices acetabulares achatadas, también se hallaron en va-
rios pacientes con CANY.

Otros sindromes como el sindrome de Muenke, la
acondroplasia homozigota, las displasias tanatoféricas y
el recientemente descrito sindrome de craneosinostosis
con hiperplasia dérmica (CHE o sindrome Beare-Steven-
son simil)!? presentan craneosinostosis al igual que el
CAN; mds auln, existe una comunicacion aislada de cra-
neosinostosis con craneo en trébol, en un paciente con
hipocondroplasia molecularmente confirmado!3.

Figura 4. Fragmento de amplificado del exon 10 (secuen-
ciacion automdtica) del FGFR3. Notese la bete-
rozigosidad (flecha) donde se observa un alelo
con A y otro con C, correspondiente a la posi-
cion 1172 de la secuencia nucleotidica del gen.

Respecto a la acantosis nigricans se observa no solo en
el CAN, sino clasicamente en la acondroplasia grave con
retardo madurativo y acantosis nigricans (SADDAN) (ta-
bla 1), en el CHE y en algunas publicaciones aisladas de
displasia tanatoférica tipo 1'%, De esta forma, la correla-
cion fenotipo-genotipo no es total en las enfermedades
asociadas al FGFR3, y evidencias recientes sugieren que
las diferencias fenotipicas pueden deberse a alelos espe-
cificos con varios grados de activacion ligando-indepen-
diente, llevando al receptor FGFR3 a una activacién cons-
titutiva continua®.

Nuestro paciente presenta las tipicas caracteristicas feno-
tipicas del CAN: facies del sindrome de Crouzon, craneos-
tenosis con craneo en trébol, hidrocefalia y acantosis nigri-
cans. Meyers et al® enfatizan que 3 de sus 4 pacientes con
CAN desarrollaron hidrocefalia requiriendo derivaciones
ventriculoperitoneales para descomprimir. Algunos de estos
pacientes también presentaban atresia de coanas. La obser-
vacién de atresia de coanas y/o hidrocefalia puede ser un
signo clinico precoz de sospecha de CAN, ya que estas al-
teraciones se observan infrecuentemente en el SC clésico.

Entre los casos comunicados de CAN pareceria haber
un exceso de pacientes de sexo femenino. Esto también
ha sido observado en otros sindromes como en el SAD-
DANG16,17.

Si bien Cohen” propone llamar a esta enfermedad
Crouzonodermoskeletal syndrome, creemos preferible de-
nominarlo CAN, ya que designa mejor esta entidad clini-
ca que es pasible de diagnéstico molecular distinguible
del SC. Estas diferencias son relevantes para un correcto
diagnéstico clinico y prenatal de la patologia.
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