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Il.- SIGLAS Y ABREVIATURAS

NF1 Neurofibromatosis tipo 1

NF2 Neurofibromatosis tipo 2

nfl Gen de la Neurofibromatosis tipo1
CALMs Manchas Café con Leche

MPNST Tumores Malignos del Sistema Nervioso Periférico
UBOs Obijeto Brillante no Identificado
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lll.- RESUMEN

La neurofibromatosis tipo 1 (NF1) o enfermedad de Von
Recklinghausen es una enfermedad autosémica dominante,
multisistémica, con penetrancia completa que afecta aproximadamente
una de cada 3500 personas, independiente de etnia y geénero,
Se caracteriza por anormalidades del tegumento y del sistema
nervioso central. Clinicamente presenta dos o mas de los siguientes
datos: mas de cinco manchas café con leche (CALMs),
neurofibromas, efélides o signo de Crowe, nodulos de Lisch, glioma
optico, lesiones 6seas distintivas y familiar afectado de primer grado.
Manifestaciones menos comunes incluyen estatura baja, macrocefalia,
problemas de aprendizaje, discapacidad, escoliosis, crisis convulsivas,
hipertension arterial sistémica, feocromocitomas y neurofibromas

plexiformes.

El 30 a 50% de los casos se presenta por mutaciones nuevas en
el gen NF1. Presenta una penetrancia de 100% y tiende a mostrar
expresividad variable, indicando que existe unaamplia gama

de gravedad clinica y complicaciones en los pacientes.

Los sindromes relacionados con la NF1 son la neurofibromatosis
segmentaria, la neurofibromatosis tipo 2 (NF2), solo CALMs, sindrome

de Watson y el sindrome de Noonan.

El gen NF1 se encuentra en el locus 17911.2, el cual codifica
para la neurofibromina proteina involucrada en vias de crecimiento y

diferenciacién celular. Se conocen mas de 500 tipos diferentes de



mutaciones en el gen que causan la patologia. Se han identificado
mas de 21 casos con diagnostico de NF1 los cuales no presentan
neurofibromas y se han asociado con una mutacion en el exén 17
c.2970-2972 delAAT. Del mismo modo, se plantea la necesidad de
generar un asesoramiento genético adecuado y ofrecer diagnostico

prenatal.

El objetivo del presente estudio es analizar clinica vy
genéticamente a un grupo de pacientes los cuales presentan multiples
manchas café con leche, y otros datos de NF1 pero sin la presencia de

neurofibromas.



IV.- ANTECEDENTES.

Descripciones aisladas y dibujos de casos que probablemente
representan pacientes con NF1 se han encontrado a través de los
siglos de escritos médicos (1). Pero no fue hasta 1793 que Von
Tilesius describe la patologia por primera vez (2). Posterior mente en
el afo 1882, el profesor de patologia de la Universidad de
Estrasburgo, Fridreich Daniel Von Recklinghausen publicé un articulo
de 149 paginas, en el que relacionaba los neurofibromas superficiales
de la piel con los internos y proponia para la enfermedad el nombre de
"facomatosis" del griego: fakos lunar, o marca de nacimiento (3).
Catalogada dentro del grupo de los padecimientos neurocutaneos,
durante muchos afos esta condicion se denominé "Enfermedad de
von Recklinghausen" (4). En 1937 se describen los nédulos de Lisch.
En 1982 (5), Riccardi realiza una clasificacion de los tipos de
neurofibromatosis en ocho categorias, las cuales no han sido bien
aceptadas (6). La diferenciacion entre neurofibromatosis tipo 1 y tipo
2, no se realiza hasta 1987 cuando Barker, Seizinger y Rouleau,
identifican los genes transmisores de cada enfermedad (7). En 1993

se describe la funcion de la neurofibromina como un tumor supresor.

Después de la clonacion del gen NF1 en 1990, se han realizado
numerosos estudios que han tratado de analizar la correlacion
genotipo fenotipo (8), como ha sido el hallazgo de la mutacién de
delecion de tres pares de bases AAT en el exon 17 del gen NF1, que
se correlaciona con caracteristicas pigmentarias de la NF1 sin la

presencia de neurofibromas cutaneos ni plexiformes (9).
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1.- INCIDENCIA Y PREVALENCIA.

La NF1 existe en todos los paises sin presentar predileccion de
sexos, grupo étnico ni localizacion geografica. Se transmite con patrén
AD, es multisistémica, tiene una penetrancia de 100% con distinto
grado de expresividad de la patologia. Afecta a 1 de cada 3000 a 5000
personas a nivel mundial. La mitad de los casos se debe a mutaciones

nuevas (10).

La neurofibromatosis tipo 1 es la mas comun con un 95% de los

casos. Las variantes de la neurofibromatosis son:
¢ Neurofibromatosis mixta.
¢ Variantes de la neurofibromatosis.
¢ Neurofibromatosis segmentaria.
e Manchas café con leche sin neurofibromas.

¢ Neurofibromatosis tardia (11).
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2.- CUADRO CLINICO

Los criterios diagnésticos para la NF1 fueron instituidos por
consenso del Instituto Nacional de Salud en 1988. Se considera como

caso positivo la presencia de de dos o mas de los siguientes criterios:

1. La presencia de mas de 5 CALMs mayor de 5mm de diametro
en individuos prepuberes, o mas de 15 mm de diametro

individuos postpuberales.

2. La presencia de dos o mas neurofibromas, o mas de un

neurofibroma plexiforme.
3. Efélides en region axilar o inguinal, signo de Crowe.
4. Glioma éptico.
5. Nodulos de Lisch.

6. Lesiones 6seas como displasia del ala mayor del esfenoides o

pseudoartrosis de tibia.

7. Familiar en primer grado afectado (12).
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Manchas café con leche (CALMS).

Son manchas hiperpigmentadas tipicamente ovoides. Es la
manifestacion clinica mas constante (95%) y usualmente son la
primera manifestacion en aparecer, generalmente no estan presentes
al nacimiento, pero aparecen durante el primer afio de vida (Figura 1)
(13,14).

Los melanocitos de las manchas café con leche, se encuentran
en numero pero con mayor cantidad de macromelanosomas (15)
(Figura 2).

Figura 1 Paciente con CALMs.
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Cabe mencionar que 25% de la poblacion en general pueden
tener CALMs sin otros sintomas de NF1 (10).

Figura 2 Macromelanosomas en una mancha café con leche.
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Neurofibromas.

Los neurofibromas son tumoraciones formadas por una mezcla
de células de Schwann, fibroblastos, células perineurales
(generalmente de distribucién focal), células del endotelio vascular,
células cebadas, melanocitos y pueden contener fragmentos de

axones (16) (Figura 3). Son circunscritos pero no estan encapsulados.

Figura 3 Conformacion de los neurofibromas.

Clinicamente se pueden presentar de forma cutanea o
subcutanea. Los neurofiboromas cutaneos estan situados en la
epidermis y forman una papula aislada de consistencia blanda a firme
adherida a la piel, pueden medir desde milimetros hasta centimetros.
Pueden estar en formas aplanadas, sésiles, pedunculadas, conicas o

lobuladas (Figura 4).
15



Los neurofibromas subcutaneos se encuentran en tejido adiposo,
son nodulos firmes, discretos, unicos o multiples. Estan dispuestos a lo
largo del trayecto de un nervio como cuencas de rosario, por lo que en

ocasiones generan dolor o sensibilidad a la palpacion local (17).

La edad de aparicién de los neurofibromas es al final de la
primera década de la vida o en la adolescencia, su numero y tamafio
aumentan con los afnos, rara vez se presentan al nacimiento. El 48%
aparece en los primeros 10 afios de vida, 84% de los pacientes ya los
presentan a los 20 afios de edad y virtualmente todos los pacientes a
la edad de 40 afos de edad han presentado al menos una de estas
tumoraciones. Cuando aparecen quedan estables por un par de anos
hasta el comienzo de la pubertad o el embarazo. Son tumores
dependientes de hormonas ya que 75% de éstos muestran receptores
para progesterona y 5% para estrogenos. Tienen predileccién por

tronco y cara (Figura 4).

El 16.8% de los pacientes desarrollan neurofibromas
plexiformes, se pueden manifestar de dos formas: como nddulos
firmes y discretos unidos a plexos 0 a raiz nerviosa o como un tumor
voluminoso del tejido subcutdaneo que compromete piel, fascia,
musculo, puede infiltrar visceras e incluso erosionar estructuras dseas
(displasia del ala mayor del esfenoides). Los neurofibromas
plexiformes se originan de tronco nerviosos mayores, son de forma
irregular, difusos y vascularizados. El 43% se localizan en tronco, 42%

en cuello y 15% en extremidades.
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Los neurofibromas pueden sufrir transformacion maligna en 5 a
13% en el sistema nervioso periférico (MPNSTSs), (neurosarcomas
agresivos). Se sospecha de transformacidon maligna cuando se
presenta crecimiento rapido de la tumoracién y acompafada de dolor.
La aparicion de estas tumoraciones se debe a la pérdida de la

heterocigosidad, hipétesis de Knudson (18).

Figura 4 Paciente con multiples neurofibromas.
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Efélides (signo de Crowe).

Generalmente se presentan en regién axilar o inguinal, pero
también pueden estar en regiones intertriginosas, en cuello y surcos
inframamarios (Figura 5). Se presentan en 90% de los pacientes. Su
caracteristica es que aparecen en areas que no estan expuestas al sol
(17). Aparecen en la infancia tan solo poco tiempo después de la

aparicion de las manchas café con leche (10).

Figura 5 Paciente con signo de Crowe en region axilar.
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Glioma 6ptico.

Es el tumor del sistema nervioso central mas frecuente en estos
pacientes, se presenta en 15% de los afectados. La edad de aparicion
es en la primera década de la vida, generalmente antes de los 6 afios
de edad. Estan formados por células gliales y material mucinoso, son

tipicamente intradurales y pueden ser multiples. (Figura 6)

Figura 6 Glioma o6ptico en paciente con NF1.
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Un tercio de los pacientes que tiene la tumoracidon presentan
sintomas. Datos comunes son disminucion de la vision y proptosis
(Figura 7). Con menos frecuencia se presenta estrabismo, nistagmus;
sintomas por invasion al hipotalamo ocasionando pubertad precoz e
hidrocefalia. Usualmente hay un deterioro inicial de la visidon que luego
se estabiliza. En fondo de ojo hay combinaciones de edema vy atrofia

del disco optico, los defectos campimétricos son variables (17).

Pueden sufrir regresiéon por lo que su tratamiento por medio de
cirugia es controversial y la mayoria de las ocasiones se reserva
cuando hay sintomatologia significativa. La quimioterapia puede
utilizarse en pacientes sintomaticos menores de 5 anos de edad, la
radiacion se utiliza en nifos mayores a quienes les fue realizada una

reseccion parcial o después de quimioterapia (18,19).

Figura 7 Proptosis en paciente con glioma optico.
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Noédulos de Lisch.

También conocidos como nevos del iris. Son nodulos
pigmentados del iris que patolégicamente representan hamartomas
(Figura 8). Son crecimientos benignos que no afectan la vision. Su
significado solo es diagndstico ya que aparecen en 80 a 100% de los
afectados. Su edad de aparicion es después de los 2 afios de edad y

antes de las primeras décadas de la vida (10).

Figura 8 Nodulos de Lisch.
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Lesiones 6seas.

La pseudoartrosis de la tibia ocurre en 2 a 5% de los afectados,
generalmente ocurre antes de los dos afos de edad, pero puede estar
presente al nacimiento (Figura 9). La afectacion se puede ocasionar
por la presencia de un neurofiboroma en la corteza del hueso largo, lo
que predispone a fracturas y mala unién de los fragmentos. La
displasia del esfenoides no es un dato comun, puede deberse a un
neurofibroma plexiforme con infiltracion 6sea (Figura 10). La
neurofibromina como regulador del RAS es importante en la
homeostasis de las células osteoprogenitoras y también esta presente
en el cartilago del crecimiento, en las zonas donde cesa la
proliferacion y comienza la diferenciacion de los condrocitos, asi como

en los osteoblastos del periostio (10, 20).

Figura 9 Pseudoartrosis de tibia en paciente con NF1.
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Figura 10 Displasia del ala mayor del esfenoide

Edad de presentacion.

La edad de presentacion de los datos clinicos es variable. La
siguiente grafica ejemplifica la edad promedio de presentacion de

algunas caracteristicas (10).
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Otras manifestaciones clinicas.

UBOs. (Objeto brillante no identificado). Son imagenes brillantes
o hiperintensas que aparecen en T2 en IRM. Estas lesiones aparecen
mas comunmente en cerebelo, ganglios basales y substancia blanca,
no causan efecto de masa y pueden representar un aumento de la
mielina o areas de proliferacion glial displasica. Los UBOs no causan
efecto de masa y no representan lesiones malignas pero si se asocian
a déficit cognitivo. En biopsia se llegan a observar cambios vacuolares

0 espongidticos.

Disfuncion cognitiva. Estos pacientes pueden tener un 1Q
promedio de 70 puntos. La dificultad para el aprendizaje se presenta
en 30 a 65% de los pacientes. Podemos encontrar alteraciones del
lenguaje con afectacion de la integracidn visual motora. Se observa
retraso mental en 4 a 8% de los casos cuando hay una delecion del

intron 27b por alteracion del gen OMG.

Convulsiones. Alrededor de 4% presentan convulsiones,
pueden ser focales o generalizadas, causadas por tumores del SNC
(como los astrocitomas), o por proliferacion glial displasica. Los
pacientes con NF1 tienen 20 veces mas riesgo de presentar crisis

convulsivas que la poblacion en general.

Neuropatia. Es sensitiva motora y se asocia a la presencia de

neurofibromas en el trayecto de un nervio.
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Macrocefalia. Es ocasionada la mayoria de las veces por
aumento de la sustancia blanca cerebral o por hidrocefalia debido a

estenosis del acueducto.

Talla baja. Se presenta en 13 a 24% de los casos en

prepuberales y en 40% en adultos.

Escoliosis. Ocurre en un 5 a 10% como resultado de la
deformacion de los cuerpos vertebrales por los neurofibromas que
infiltran el foramen vertebral. Las xifosis cervical y toracica son las mas

comunes.

Vasculopatia. Generalmente se debe a la hipertrofia de la intima
de los pequenos vasos. Resultando en estenosis, oclusion, formacion
de aneurismas o fistulas arteriovenosas. Las anormalidades
cerebrovasculares se deben a estenosis u oclusion de las arterias

carotidas internas, cerebral anterior y media.

Hipertension arterial sistémica (HAS). Aproximadamente,
70% de los pacientes desarrollaran HAS, en su mayoria sera
esencial. Sin embargo en los nifilos generalmente es ocasionada por
estenosis de la arteria renal y en 1% de los casos por un

feocromocioma o paraganglioma productor de adrenalina.

Cardiopatia congénita. Se presenta en 2 a 3% de los pacientes.
En su mayoria son defectos del tabique atrial o ventricular, bloqueo
cardiaco congeénito, estenosis de la pulmonar o coartacién de la aorta.
Esto debido a la existencia de isoformas especificas de la

neurofibromina en el musculo, la cual también es sobre-expresada en
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musculo cardiaco y esquelético durante el desarrollo embrionario, lo
cual indica que la neurofibromina es critica para la diferenciacion

normal del musculo.

Leucemia mieloide cronica. Alrededor de 10% de los
pacientes con este tipo de leucemia también padecen NF1. Esto
debido a que p21RAS activa a un factor estimulador de las colonias de
granulocitos y macrofagos, ocasionando hiperproliferacion clonal

cronica y transformacién maligna.

Constipacion. Ocurre cuando los neurofibromas infiltran

visceras.

También se presentan glaucoma congénito e hiperactividad en

estos pacientes (7,10).

Diagndéstico.

El diagndstico es clinico, en pocas ocasiones se puede realizar
estudios moleculares, se debe de tomar en cuenta que la tasa de
mutacion en este padecimiento es muy alta, siendo los exones 10 y 37

los mas frecuentemente implicados.

Las pruebas moleculares no estan indicadas de manera rutinaria
en el diagnostico de la NF, pero puede ser util en individuos
sospechosos, en diagndstico prenatal o preimplantacion, o cuando el
diagnostico genético se desea. La limitacion del test genético es

también ocasionada por la escasez de correlacion genotipo-fenotipo.
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Se han detectado mas de 500 tipo de mutaciones, siendo las
deleciones las mas comunes. El punto en comun de la mayoria de las
mutaciones es que originan proteinas truncas. Se puede utilizar el test
de proteinas truncas, analisis de secuenciacion, MLPA (amplificacion
multiple con sonda dependiente de ligando), y analisis citogenético en

caso de re arreglos la cual diagnostica el 1% de los caos (7,10).
Los diagndsticos diferenciales de NF1 son:

¢ Neurofibromatosis tipo 2.

e Schwannomatosis.

e Manchas café con leche.

e Sindrome de LEOPARD.

e Sindrome de McCune Albright.

e Sindrome de Noonan.

e Lipomatosis multiple.

e Sindrome de Bannayan Riley Ruvalcaba.

e Fibromatosis hialina juvenil.

e Fibromatosis congénita generalizada

¢ Nevo intradérmico multiple.

e Sindrome de Klippel Trenaunay Weber.

e Sindrome de Proteus.(10)
27



Tratamiento.

Deben de participar multiples especialistas como: genetistas,
neurdlogos, neurocirujanos, ortopedistas, oftalmélogos, nefrélogos,
psicologos, dermatologos, radidlogos, cirugia plastica, oncologia.
Examen fisico anual, checar tension arterial en cada visita, buscar
signos de pubertad precoz, checar problemas de aprendizaje,

evaluacion neuro psiquiatrica, examen oftalmologico anual (7,10).

Una vez que eldiagnédstico se considera, los pacientes
deben ser
referidos a los médicos expertos en el diagnostico de la NF1. En la
evaluacion del paciente adulto se toman en cuenta las siguientes

consideraciones en cuanto a su tratamiento:

1.-Las manchas no suelen degenerar y su unico problema es el

estético.
2.-El prurito

3.-El dolor suele responder a analgésicos, aunque en otros pacientes
puede ser preciso asociar antidepresivos, neuroestimulacion

subcutanea o incluso la cordotomia.

4.-Los neurofibromas son benignos aunque pueden originar
compromiso funcional: compresiones o dolor, en cuyo caso hay que
valorar su extirpacion. Los neurofibromas cutaneos o subcutaneos
que son desfigurantes pueden ser removidos quirurgicamente, los
plexiformes en ocasiones no pueden ser removidos por su extension o

por las estructuras involucradas. El dolor de crecimiento rapido de una
28



de las tumoraciones puede ser indicativo de malignidad y requiere
evaluacion inmediata, con biopsia para su examen histologico, se

puede otorgar quimio y radioterapia

5.-Los gliomas del nervio Optico no se tratan mientras no crezcan o
tengan manifestaciones clinicas. En este caso se usa la quimioterapia

preferentemente.

6.- Los tumores intracraneales requieren su evaluacion tanto
clinicamente como con estudio de imagen (RNM) para intervenir, si

fuera preciso.

7.- La pseudoartrosis de tibia puede tener dificil consolidacion,
proponiéndose para ello el transplante de peroné vascularizado o la
amputacion proximal. Las escoliosis distrofica requiere tratamiento

quirurgico, el cual es complejo

8.- El hipocrecimiento puede responder favorablemente a la hormona

de crecimiento.
9.- La pubertad precoz se debe frenar con analogos de la GnRH.

10.-La hipertension de causa renal se trata con cirugia vascular o

nefrectomia, y el feocromocitoma con cirugia y quimioterapia (34).

Una consideracion especial es la evaluacion clinica de los
ninos con NF1 deben incluir a parte de lo mencionado anteriormente
los siguientes aspectos: el desarrollo general (motor /la funcion

cognitiva), los sintomas visuales, de desarrollo de la pubertad (con
29



efectos retardados / pubertad precoz), la presion arterial (estenosis de
la arteria renal), examen  cardiovascular (cardiopatia congénita,

estenosis pulmonar) (7).

Actualmente se estan ensayando multiples farmacos como: El
acido 13 cis-retinoico, interferon alfa-2, y etopdsido, para frenar el
crecimiento de los neurofibromas plexiformes y de los gliomas opticos.
Pirfenidona sobre el crecimiento de estos tumores. Tipifarnib inhibe la
proteina de trasferencia farnesyl Interfiere en adecuado
funcionamiento de RAS. Rapamycin inhibe a FKBP12 un supresor de
la via mTOR. Lovastatin es una HMGCoA inhibe a farnesyl. Y Ia
vitamina D (19, 35).

La esperanza de vida es de 10 a 15 aflos menos que para el
resto de la poblacion, generalmente debido a tumores malignos como

los neurosarcomas (10).

Una parte muy importante en estos pacientes es el consejo
genético. Un paciente con diagnostico de NF1 el riesgo de recurrencia
para su dependencia es de 50% por embarazo No se conocen hijos
recién nacidos vivos de dos progenitores con NF1. Probablemente la
naturaleza los aborte por la gravedad de Ilas alteraciones,
incompatibles con la supervivencia prenatal. Si se trata de una
mutacién de novo (padre y madre indemnes), la probabilidad de un

segundo hijo afectado es del 1-2% (dada la posibilidad de un mosaico
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gonadal en uno de los progenitores). El diagnostico prenatal es posible

si la mutacion del progenitor esta identificada. (10)

3.- CORRELACION GENOTIPO-FENOTIPO.

Hasta la fecha s6lo dos correlaciones de importancia clinica se
han reportado en NF1 (21).

1.-El sindrome de microdelecion de NF1, los cuales desarrollan un
gran numero de neurofibromas para su edad, rasgos dismorficos, un
probable aumento de MPNST, anormalidades cardiacas vy
sobrecrecimiento, problemas del aprendizaje y retraso mental es mas

frecuente en este grupo de pacientes (22).

2.- Fenotipo solo manchas café con leche (7,23).

Fenotipo de s6lo manchas café con leche.

Este término se utiliza para describir familias multigeneracionales
con solo la presencia de manchas café con leche y en ocasiones
acompafadas de efélides axilares. Dos estudios recientes han

dilucidado la base genética de este fenotipo.
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A) Una delecion de tres pares de bases en el exdn 17 del gen NF1
c.2970-2972 del AAT. Estos pacientes solo tienen multiples
manchas café con leche y efélides, sin la presencia de
neurofibromas. También presentan menores complicaciones como
menor frecuencia de problemas del aprendizaje, macrocefalia,
estatura corta, escoliosis asi como un incremento en la frecuencia
de estenosis de la pulmonar. El dato caracteristico de este fenotipo

es la ausencia de neurofibromas dérmicos en los pacientes adultos
(7).

B) Mutaciones en el gen SPRED1. Recientemente, se
informaron mutaciones en el gen SPRED1 en el cromosoma 15, en
cinco familias que presentaban manchas café con leche, efélides
axilares y macrocefalia sin la presencia de neurofibromas ni de
nodulos de Lisch. Otras caracteristicas clinicas que se superponen
con las de NF1 en estos pacientes son problemas de aprendizaje,
problemas de déficit de atencion en algunos pacientes y el pectus
excavatum. SPRED1 regula negativamente la sefalizacion de
MAPK como la neurofibromina. Las mutaciones se encontraron en

las cinco familias (23).

4.- GEN Y PRODUCTO PROTEICO.

El gen NF1 esta en el locus 17911.2. Tiene un marco de lectura
de 8454 nucledtidos, se expande 350,000 nucledtidos de DNA vy

presenta 60 exones. Se localiza en la regidn pericentromérica en
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direccion centromero a teldmero. Presenta una de las mas altas tasas
de mutaciones espontaneas en el genoma humano. El transcrito de
MRNA es de 12-15 Kb.

Existen varios genes dentro del gen NF1 los cuales se leen en
sentido inverso al de NF1. Uno se encuentra en el intron 27 el cual es
la glicoproteina mielina de oligodendrocitos (OMG), tiene participacion
en desarrollo de conexiones en el sistema nervioso central. EV12A y
EV12B genes asociados a la leucemia mieloide murina (24) (Figura
11).

Figura 11 Localizacion OMG, EV12A y EV12B en el gen nfl.
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El gen NF1 sufre de empalme alternativo en los exones 9a, 10a-
2, 23a y 48a. En cada caso la inclusion de cada uno de estos exones
no perturba el marco de lectura en general. Un numero diferentes de

transcriptos se han encontrado que se expresan diferencialmente en
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diversos tejidos en los individuos normales. De hecho se ha sugerido
que las diferencias cuantitativas que existen entre estos
transcriptos diferentes enlos pacientes, pueden contribuir a la

variabilidad fenotipica que se presenta en la NF1 (25).

El promotor de NF1 se encuentra dentro de una isla CpG que
contiene una regidon gendmica que exhibe un alto grado de
conservacion de la secuencia con genes de NF1 que se encuentran en
otros organismos. Hasta la fecha no se han encontrado mutaciones

patogénicas dentro del promotor (26).

La regién no traducida (UTR) es de 3.5 kb de longitud y también
exhibe un alto nivel de conservacion de la secuencia, lo que indica su
posible importancia funcional ya sea para la regulacion de la
estabilidad del mRNA, o para controlar eficacia de la traduccion del
gen (27).

Neurofibromina y su interaccion con la familia de RAS

El producto proteico del gen NF1 es la neurofibromina, una
proteina pleiotropica, con funcion tumor supresor la cual esta formada
por 2,818 aminoacidos y se expresa, en cerebro, bazo, riidn, testiculo
y timo entre otros 6rganos. La proteina tiene un dominio central (exén
20-27) que la hace en estructura muy similar tanto estructural como

funcionalmente a Ila familia activadora de proteinas de
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guanosintrifosfatasa (GAPs), llamado dominio GRD el cual regula

negativamente la actividad de RAS (10,).

Cabe sefalar que la neurofibromina participa en diversas vias de
sefalizacion, como en la via de Ras. El oncogen Ras es miembro de
una gran familia de proteinas de aproximadamente 21 kDa, son
GTPasas monoméricas asociadas a membranas, las cuales se
presentan en dos formas, unida a GTP es su forma activa y unida a
GDP es su forma inactiva. La neurofiboromina activa a RAS GTP
acelerando la hidrélisis de su forma activa p21 RAS GTP a su forma
inactiva p21 RAS GDP (Figura 12).

Figura 12 Inactivacion de RAS GTP a RAS GDP.
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La familia de Ras es una subfamilia que pertenece a la
superfamilia de proteinas G y esta formada por HRas, KRas, NRas, R-
Ras, TC21, MRas, Rap 1A, Rap 1B, Rap 2A, Rap 2B, Ra1A y Ra1B.

Ras GTPasa es un mediador esencial en vias de senalizacién
que llevan el estimulo extracelular de los receptores de superficie
celular. Las proteinas RAS actuan como interruptores moleculares en
el proceso de proliferacion, diferenciacion, sobrevivencia y muerte.
Estas pueden ser activadas mediante receptores tirosina cinasas,
acoplada a receptores de proteinas G heterotrimérica, receptores de

citosinas, canales de calcio e integrinas (28).

El dominio GRD, mediante el cual interacciona la neurofibromina
y Ras, funciona como regulador celular, que traduce sefiales de la
membrana plasmatica hacia el nucleo mediante efectores rio abajo, a
través de su dominio estimula la hidrdlisis de GTP a GDP que es su

forma inactiva, suprimiendo la funcién de proliferacion celular.

Ras en su forma natural se encuentra inactivo, para que Ras sea
activado debe existir un factor de crecimiento el cual hace contacto
con los receptores de superficie membranal tirosina cinasa. Estos
activan factores intercambiadores (GEF) que se unen a proteinas
adaptadoras como Grb2, Shc, Shc2 y Gab, las cuales activan a SOS1
que es una cinasa que fosforila a GDP-Ras (Inactivo) y es trifosfatada
en su forma GTP-Ras (activo), enviando sefiales a las cinasas BRAF,
ARAF Y RAF1, que van a fosforilar a MEK y este a su vez a ERK. Este
ultimo actua directamente sobre los factores de transcripcion
JUN/MYC que inician el proceso de proliferacion celular. Otra via de
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sefalizacion que se activa mediante GTP-Ras es a través de la via de
P13 que envia sefial a AKT y da como resultado la inhibicion de la
apoptosis (29). (Figura 13). Por lo tanto una disminucion de la proteina
de la neurofibromina puede causar crecimiento celular descontrolado y

formacion de tumores (10).

Figura 13 Via de crecimiento de RAS.
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Mutacion de delecidn ¢.2970-2972 AAT en el exdn 17 de NF1

Se prevé que la pérdida de ¢.2970-2972 AAT en el exéon 17
elimina una metionina (codon 991, DMet991), este residuo de
metionina se encuentra en una region altamente conservada de
neurofibromina que probablemente tiene un importante papel
funcional. La estructura de la proteina junto con sus interacciones,
contribuye a la variacion observada en el fenotipo clinico de este
trastorno en particular. Por lo tanto, las consecuencias de esta
delecion en la proteina mutante podria revelar informacién sobre el

papel potencial funcional de esta region de neurofibromina (30).

El resultado de la pérdida de metionina en el alelo mutado, lleva
a una reduccidn parcial en el nivel global de neurofibromina en las

células, pero no interfiere en el desarrollo de la proteina.

La evaluacion del efecto de esta mutacion a nivel de la proteina
es necesaria, dado que esta mutacion se encuentra al final del dominio
CSRD de la neurofibromina, es posible que la pérdida de metionina
dentro de esta region induzca la fosforilacion aberrante del residuo de
treonina situada inmediatamente adyacente a la metionina eliminada
(31).

Los neurofibromas son heterogéneos a nivel celular, estan
compuestos principalmente de las células de Schwann, fibroblastos,
mastocitos y células perineurales. Si bien sdlo las células de Schwann
sufren una segunda mutaciéon a nivel somatico. En un sistema de

modelo murino Nf1 se demostré que es la interaccion de los
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mastocitos  haploinsuficientes con las células de Schwann
completamente deficientes de neurofibromina lo que induce el
desarrollo de los neurofibromas (32) (Figura 14). Por tanto es posible
que, en pacientes con la supresion de AAT, esta interaccidon celular
entre las células cebadas y células de Schwann se interrumpa dando

lugar al fracaso de la formacién de neurofibromas (33).

Figura 14 Interaccion de células de Schwann y mastocitos en la

formacion de neurofibroma.

Un estudio reciente proporciona evidencia molecular que implica
el papel de una supresion especifica de 3-pb del NF1l en la
determinacién de un fenotipo clinico particular, es decir la ausencia
casi total de desarrollo de neurofibromas cutaneos, subcutaneos, y

plexiformes superficiales. Este hallazgo es de importancia clinica, ya
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que se ha demostrado que los neurofibromas plexiformes se asocian a
un aumento del riesgo de MPNST. No se conoce si esta mutacion se
asocia con la ausencia de neurofibromas internos, ya que ningun
estudio imagen de cuerpo o columna vertebral se llevdé a cabo en

estos pacientes.

La ausencia de -cualquier forma de neurofibroma se ha
observado en las familias con solo manchas café con leche y también
en algunos casos con las sindrome de Watson, que a menudo tienen

pocos O ningun neurofibroma cutaneo.

V.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

Se sabe que la NF1 es una de las patologias AD mas comunes.
En la poblacion mexicana no existen datos de incidencia sobre ésta
enfermedad; en el servicio de Genética médica y Dermatologia del
Hospital general de México, hemos observado que existe una gran
asistencia de estos pacientes, lo que ha despertado nuestro interés
para estudiar molecularmente esta patologia. Contamos con un grupo
de pacientes con NF1 los cuales no presentan neurofibromas. Por lo
que nuestro planteamiento del problema se definiria asi: existe en una
muestra de nuestra poblacion la correlacion genotipo/fenotipo entre el
defecto molecular de la pérdida de los tres pares de bases c.2970-
2972 AAT en el exdn 17 del gen NF1, y la ausencia de neurofibromas
enla NF1.
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VI.- HIPOTESIS.

La pérdida de los tres pares de bases ¢.2970-2972 AAT en el
exén 17 del gen NF1, resulta en la ausencia de neurofibromas en la
NF1. La nuestro grupo de pacientes con NF1 sin neurofibromas

presentan la microdelecion de tres pares de bases en el exén 17.

VIl.- OBJETIVOS GENERALES

|dentificar si existe una correlacion genotipo/genotipo entre la
presencia del defecto molecular de la pérdida de los tres pares de
bases ¢.2970-2972 AAT en el exdén 17 del gen NF1, y la ausencia de

neurofibromas en la NF1.

VIIl.- OBJETIVOS PARTICULARES

Identificar la frecuencia de la pérdida de los tres pares de bases
c.2970-2972 AAT en el exdn 17 del gen NF1 en pacientes sin

neurofibromas.

Conocer la frecuencia del defecto molecular mencionado

anteriormente en la muestra de pacientes mexicanos analizada.

Identificar si existen otros defectos moleculares en la region

anteriormente mencionad en la muestra analizada.
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IX. DISENO DEL ESTUDIO

1.- Tipo de estudio.
Prospectivo, transversal, comparativo, observacional.
2.- Muestra

Revisamos clinicamente 250 pacientes con NF1 del servicio de
Genética médica del Hospital general de México, de los cuales

obtuvimos 6 pacientes con las caracteristicas clinicas necesarias.
2.1.- Criterios de inclusion:
Pacientes con NF1 sin neurofibromas mayores de 16 afios.
2.2.- Criterios de exclusion:
Pacientes con la presencia de neurofibromas.
Pacientes que no deseen participar en el estudio
3.- Variables del estudio
Independiente: Pacientes con NF1 sin neurofibromas

Dependiente: Presencia de la pérdida de los tres pares de bases
c.2970-2972 AAT en el exon 17 del gen NF1l en pacientes sin

neurofibromas.
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X.-MATERIAL Y METODOS
1.-POBLACION INCLUIDA EN EL ESTUDIO
A).- Pacientes con NF1.

Los pacientes recibieron asesoramiento genético previo vy
posterior a la toma de muestra sanguinea. La muestra se tomd con
consentimiento informado. Ademas se interrogé a cada uno de ellos y

se realiz6 estudio molecular.

2.- EXTRACCION DEL DNA GENOMICO

El material ADN se extrajo a partir de una muestra de sangre
periférica, utilizando el método salino, que consiste en el empleo de
NaCl a diferentes concentraciones adicionando agentes tensoactivos
con la finalidad de obtener ruptura y extraccion de micelas/proteinas
de las membranas celular y nuclear obteniendo el material nucléico

con una calidad de 1.8 en relaciéon a la absorbancia 260nm/ 280 nm.

A).-Obtencion de muestra

Se extrajeron 10 ml de sangre periférica anti coagulada con
EDTA, de los cuales se aislaron los glébulos blancos, que fueron
lavados con solucién de TTS (Tris-Tritbn-Sacarosa) en una proporcion
1:1. La ruptura de membrana inicio colocando 540 pul de NaCl al

paquete globular, con agitaciéon por dos min. Enseguida se agrego 30
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ul de SDS agitando durante 5 min y por ultimo se le adicionaron 200 pl
de NaCl saturado, agitando durante 10 min. La mezcla se centrifugo
por 20 min a 11, 000 rpm a 4°C. El sobrenadante se decanto en un

tubo estéril y se procedié a precipitar el ADN con 2 ml de etanol frio.

La muestra de ADN se capturo con una varilla estéril y se lavo con Et-
OH al 70%. Se elimino el exceso de etanol y la muestra se suspendid

en 250 ml de agua inyectable durante 2 horas a 60 °C.

B).-Disefio de oligonucleétidos y PCR

El diseno de los oligonucledtidos se llevo a cabo con base a la

secuencia del exdn 17 del gen NF1 en la liga http://genatlas.med, que

corresponde ¢.2970-2972 del AAT, como se muestra a continuacion

EXON 17
gtttcatctctctagggggtctgtcttctgggcattgatggcaaatcattaatyg
tatttgttctttctttagGTTTTATTGACTGATACCAATACTCAATTTGTAGAA
CAAACCATAGCTATAATGAAGAACTTGCTAGATAATCATACTGAAGGCAGCTCT
GAACATCTAGGGCAAGCTAGCATTGAAACAATGATGTTAAATCTGGTCAGgtaa
gcattctactgaaatgtagcagaaacattttaagagataagaaaaacctcttac
acactgatactggt

NF1F: TAGGTT TTATTG ACT GAT CCA AT
NF1 R: TCA GTAGAATGC TTA CCT GAC CA

Las condiciones de PCR fueron estandarizadas utilizando las

siguientes concentraciones en un volumen final de 20 pl
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http://genatlas.med/

ADN |H,O |BUFFER |Mg++ |dNTPs |OligoF | OligoR | Taq
94°C

2 pl c.b.p 2 1.5l 2 1wl 1l 0.1pl

(50ng) |20l | (1X) (2mM) | (200 pm) |0.5uM |0.5mM | (1U)

Sometidas en un termociclador TermolLab, bajo las siguientes

condiciones de reaccion:

o 30 ciclos
94°C 94°C
72°C 72°C
5 min 1 min 58°C
/ 1 min 5 min
45 seg ac
&

Los amplicones se corrieron en una electroforesis en gel de
agarosa 1.5% para confirmar el tamafo deseado del fragmento (159
pb), comparandolo con un marcador de peso molecular de 100 pb
(invitrogen). Confirmado el amplicon se procedié a purificar 5 ul del
producto que equivalian a aproximadamente 200 ng, con 1 ul de exosa

a 37°C durante 15 min, inactivando la enzima a 80°C por 15 min.

El producto purificado se sometid bajo las siguientes condiciones

de PCR para secuenciacion
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Templado | BIGDYE H,O
v3.1

2 ul 2 pl c.b.p

94°C 20 pl

Sometidas en un termociclador TermoLab, bajo las siguientes

condiciones de reaccion:

25 cicl
96°C 5 ciclos
60°C 60°C
5 min 10 seg 55°C
/ 4 min 5 min
4°C
15 seg
&

C).-Reaccion de Secuenciacion

El producto obtenido se pasa por columnas de sepadex G-50
previamente hidratadas con agua estéril, se seco el producto y se
sometio a un secuenciador ABI 310, con 10 seg de inyeccion y 30 min

de analisis, para obtener los electroferogramas.
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Xl.- RESULTADOS

Parte de la secuencia del gen NF1

GCAAGCTAGCATTGAAACAATGATGTTAAATCTGGTCAGgtaagcattctactg
aa

Figura A)

Figura A) Electroferograma de un paciente que muestra parte de la

secuencia del exon 17 del gen NF1.

Analizamos clinicamente a un grupo de 250 pacientes con
diagnostico de NF1, de los cuales escogimos una muestra de seis
pacientes mayores de 17 afos con caracteristicas de: multiples
manchas café con leche, signo de Crowe, antecedente de familiar de
primer grado afectado y que carecieran de cualquier tipo de
neurofibroma cutaneo, datos compatibles con la delecion AAT del

exon 17.

47



Por medio se secuenciacion, no se encontré diferencia en la
secuencia del exén 17, de los pacientes comparada con la del control
y la base de datos, sugiriendonos que la secuencia de los pacientes

para el exon 17 corresponde a la secuencia wild type de este exon.

XIl.- DISCUSION

La NF1 es una patologia dificil de estudiar molecularmente,
debido a que el gen NF1 tiene 60 exones y se conoce que puede
presentar mutaciones en cualquiera de ellos. Hasta la fecha se han

reportado alrededor de 800 mutaciones diferentes en el gen NF1.

Se han realizado multiples estudios tratando de ver la correlacién
genotipo fenotipo, pero hasta la fechasélo dos correlaciones

de importancia clinica se han reportado en NF1:

e E| sindrome de microdelecion de NF1, los cuales desarrollan un
gran numero de neurofibromas para su edad, rasgos
dismorficos, un probable aumento de MPNST, anormalidades
cardiacas y sobrecrecimiento. Los problemas de aprendizaje y

retraso mental son mas frecuentes en este grupo de pacientes.

e La delecion ¢.2970-2972 AAT en el exdn 17 del gen NF1, la cual
se ha descrito en familias multigeneracionales sin

neurofibromas.

En un estudio en el 2007 realizado por Upadhyaya (30), demostré

que la delecion AAT en exdn 17, era la mutacidon responsable de las
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alteraciones pigmentarias de la NF1 y que carecia de cualquier tipo
de neurofibromas cutaneos. Se descartdé que fuera un polimorfismo al
compararlo con los controles sanos dentro de la misma familia, y al

observarse la mutacion en afectados de diferentes familias.

Lo mas sobresaliente en estos pacientes es la ausencia de
neurofibromas  cutdaneos, subcutdaneos y plexiformes. Los
neurofibromas son una de las caracteristicas clinicas cardinales de la
NF1, estan presentes en casi todos los pacientes adultos, en los que a
menudo representan una causa importante de la morbilidad. Estos
datos no soélo tienen aplicacion clinica inmediata, en un plazo mas
largo pueden proporcionar una mejor comprension de las razones
biolégicas por las cuales los pacientes con NF1 con la especifica

mutacion ¢.2970-2972delAAT no desarrollan neurofibromas.

Se prevé que la pérdida de c¢.2970-2972 AAT en el exdon 17
elimina una metionina, este residuo de metionina se encuentra en una
region altamente conservada de neurofibromina que probablemente
tiene un importante papel funcional. El resultado de la pérdida de
metionina en el alelo mutado, lleva a una reduccion parcial en el nivel
global de neurofibromina en las células, pero no interfiere en el

desarrollo de la proteina.

En un sistema de modelo murino nf1 se demostré que es la
interaccion de los mastocitos haploinsuficientes con las células de
Schwann completamente deficientes de neurofibromina lo que induce
el desarrollo de los neurofibromas. Por tanto es posible que, en

pacientes con la supresion de AAT, esta interaccidon celular entre las
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células cebadas y células de Schwann se interrumpa dando lugar al

fracaso de la formacion de neurofibromas.

Aunque se carece de la frecuencia de NF1 en la poblacion
mexicana, es una de las patologias observadas comunmente en la
consulta de los servicios de genética medica y dermatologia del
Hospital general de México. En el presente estudio, realizamos una
revision clinica de 250 pacientes con NF1 del servicio de genética, de
los cuales seleccionamos aquellos que solo presentan alteraciones
pigmentarias compatibles con NF1 y que carecen de cualquier tipo de
neurofibroma cutaneo. En estos pacientes realizamos el estudio

molecular esperando encontrar la delecion AAT en el exon 17.

Se realizé amplificacion por PCR del exén 17 del gen de la NF1
en los seis casos y los controles. Las secuencias del exon 17 de los
pacientes no mostraron cambios comparandolos con los controles
sanos ni con la base de datos de NCBI. La ausencia de mutaciones
en el exdn 17 del gen NF1, en los presentes casos con la ausencia de
neurofiboromas deja expuesta la gran heterogeneidad del
padecimiento, y dandonos la posibilidad de que se presente la
mutacion en cualquier otra region del gen NF1. Otro hecho es la edad
de los pacientes, los cuales son pacientes jovenes con el probable
desarrollo de neurofibromas a una edad mayor, teniendo en cuenta
que esto fuera un error en la seleccion de los pacientes. Los pacientes
se revaloraran clinicamente para un probable estudio posterior de

mutaciones en el gen SPRED1.
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XI.-GLOSARIO

Alelos

Version especifica de un gen que ocupa una localizacion
determinada en el genoma. Se diferencia de otros alelos del mismo
gen por ser distinta su secuencia de nucledtidos. En general uno de
los estados alternativos de un mismo gen.

Amplificacion de DNA

Proceso por el cual se generan copias de un fragmento de ADN,
Puede producirse in vivo o realizarse in vitro mediante diversas
técnicas.

Cromosoma

Elemento que existe en el nucleo de la célula en el momento de
su division o mitosis, que contiene el material genético.

Enzima

Catalizador bioldégico, normalmente una proteina, que mediatiza
y promueve un proceso quimico sin ser ella misma alterada o
destruida. Son catalizadores extremadamente eficientes y muy
especificamente vinculados a reacciones particulares.

Gen

Secuencia de nucledtidos que codifica un producto funcional.
Incluye regiones anteriores (5'no traducida) posteriores (3'no
traducida) a la region codificante, asi como secuencias interpuestas
(intrones) entre exones. Unidad de transmision hereditaria; ocupa un
sitio determinado en los cromosomas llamados locus.
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Genotipo

Conjunto de genes de un individuo que puede expresarse 0 no.
La contribucion genética de la descendencia. La constitucion genética
de un locus en particular. La constitucion genética de un organismo.

Heterocigoto

Un individuo que ha recibido informacién genética diferente de
cada uno de sus padres, para la unidad en cuestion. Tener dos alelos
diferentes de un gen especifico.

Homocigoto

Un individuo que ha recibido la misma informacion genética de
cada uno de sus padres, para la unidad en cuestion. Tener dos alelos
idénticos de un gen especifico.

Kilodaltones

Es una pequena unidad de masa usada para expresar masas
atomicas y masas moleculares. Es definido como 1,6 de la masa de un
atomo de oxigeno.

Loci

El plural de locus.

Locus

En genética, punto de un cromosoma ocupado por un gen.
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Multifactorial

Causado por interaccion de multiples genes y factores del medio
ambiente.

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Amplificacion enzimatica de fragmentos de DNA localizado entre
un par de iniciadores

Secuenciacion

Secuenciacion de DNA. Determinacidon del orden en el cual se
disponen las bases de una molécula de DNA. Proceso mediante el
cual se determina el orden de los nucledtidos o de los aminoacidos de
una molécula de acido nucléico o proteina segun sea el caso.

Taq polimerasa

Una DNA polimerasa termoestable aislada de una bacteria
utilizada en PCR.
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