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MARCO TEORICO
Introduccién

Anteriormente se denominé como facomatosis a aquellas condiciones hereditarias
neurocutaneas caracterizadas por el desarrollo de hamartomas, siendo las mas
frecuentes la esclerosis tuberosa (OMIM #191100) con una incidencia de 1 en 5
000 a 10 000 recién nacidos, ocupando el segundo lugar y la Neurofibromatosis

tipo | o enfermedad de von Recklinghausen’.

El término neurofibromatosis se utilizé de forma general hasta la década de los 80,
para describir dos enfermedades genéticas diferentes. Fue hasta 1882 cuando
Friedrich Daniel von Recklinghausen inici6 el reconocimiento de Ia
Neurofibromatosis tipo | como un desorden distinto. En 1956 Crowe, Schull y Neel
detallaron las numerosas manifestaciones de esta enfermedad®. La diferencia
entre Neurofibromatosis tipo | (OMIM 162200) y Neurofibromatosis tipo Il (OMIM
101000), se propuso hasta 1987 cuando Barker y Seizinger, identificaron los

genes responsables de cada enfermedad?.

La Neurofibromatosis tipo |, es una enfermedad con modelo de herencia
autosdmico dominante, presenta una frecuencia de 1 en 3000 individuos y se
produce por una mutacion en el gen NF1 localizado en el brazo largo del
cromosoma 17 (q11.2). Es una enfermedad genética que presenta una
penetrancia del 100% y expresividad variable dependientes de la edad. Sus
manifestaciones clinicas mas importantes son el glioma del nervio 6ptico,
manchas cutaneas café con leche, ndédulos de Lisch, neurofiboromas dérmicos o
plexiformes y en menor frecuencia se observan alteraciones éseas como displasia

del esfenoides y adelgazamiento de la cortical de huesos largos®.

Se sabe que las manchas café con leche (CALS) son frecuentemente el primer
signo, ocurriendo dentro del primer ano de vida en el 99 % de los pacientes con
Neurofibromatosis tipo |. Las efélides inguinales o axilares son
hiperpigmentaciones de 1 a 3 mm y constituyen el criterio mas especifico de los

signos cardinales de la enfermedad?® El glioma Optico se presenta durante la
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primera década de vida en el 15% de pacientes con Neurofibromatosis tipo | y
puede producir deterioro rapido de la agudeza visual, ademas se pueden
presentar otro tipo de tumores como el astrocitoma pilocitico de bajo grado, por lo

que los pacientes deben ser vigilados con frecuencia®.

Los neurofibromas pueden presentarse en cualquier sitio corporal, son tumores
benignos que derivan de la vaina del nervio y varian segun el tamafno y numero,
pueden ser dérmicos o cutaneos, subcutaneos y plexiformes. Los cutaneos
usualmente llegan a ser aparentes hasta la pubertad y pueden aumentar en
tamafo y numero a lo largo de la vida adulta, los subcutaneos son firmes y
nodulares .El neurofibroma plexiforme crece a lo largo de un nervio periférico. Las
células caracteristicas de los neurofiboromas incluyen células de Schwann,
fibroblastos, células endoteliales, pericitos, mastocitos, linfocitos y algunas veces

células perineurales®.

En aproximadamente el 5% de los pacientes con Neurofibromatosis tipo I, los
neurofibromas plexiformes se transforman en tumores de tipo maligno que se
desarrollan en la vaina de nervios periféricos (MPNSTSs), los cuales cubren areas
mas extensas’. Por otro lado en el 10-20% de los pacientes ocurre desarrollo
06seo anormal, resultando en talla baja, escoliosis, arqueamiento y pseudoartrosis
congénita de huesos largos. El 5-10 % de estos pacientes pueden presentar
fracturas y deformaciones en etapas tempranas®. Las lesiones vasculares
caracteristicas en la Neurofibromatosis tipo | son la estenosis y la formacion de
aneurismas. La estenosis de la arteria renal es la causa mas comun de

hipertension renovascular en estos pacientes®.

Los pacientes con Neurofibromatosis tipo | tienen un mayor riesgo de desarrollar
leucemia mielomonocitica juvenil, con una posible progresion a leucemia mieloide
agudam. En aproximadamente 50 a 60 % de los nifios afectados que desarrollan
leucemia mieloide, se observa la pérdida de heterocigosidad del alelo NF1

normal’’.



Tabla 1. Frecuencia y edad de inicio de las manifestaciones clinicas mayores de

Neurofibromatosis tipo 1'?

Manifestacion clinica

Frecuencia (%)

Edad de inicio

Manchas café con leche >99 Nacimiento a los 12 afios
Efélides en pliegues cutaneos 85 3 afos a la adolescencia
Nodulos de Lisch 90-95 >3 afnos

Neurofibromas cutaneos >99 >7 afos(usualmente

adolescencia tardia)

Neurofibromas plexiformes

30 (visible)-50 (en imagen)

Nacimiento a 18 afios

Neurofibromas plexiformes
faciales des figurantes

3-5

Nacimiento a 5 afios

Tumor maligno de nervio

2-5 (riesgode 8-13 % alo

5-75 afnos

periférico largo de la vida)

Escoliosis 10 Nacimiento a 18 afios
Escoliosis que requiere cirugia 5 Nacimiento a 18 afios
Pseudoartrosis de la tibia 2 Nacimiento a 3 afos
Estenosis de la arteria renal 2 A lo largo de la vida
Feocromocitoma 2 >10 afios

Dafo cognitivo severo 4-8 Nacimiento
Problemas para el aprendizaje 30-60 Nacimiento

Epilepsia 6-7 A lo largo de la vida

Glioma de la via 6ptica

15 (solo 5 % sintomatico)

Nacimiento a los 7 afios (por
arriba de 30 afios)

Glioma cerebral 2-3 A lo largo de la vida
Displasia del ala del esfenoides <1 Congénita
Estenosis del acueducto 1.5 A lo largo de la vida

Ferner RE, 2007.




En 1987, se establecieron siete criterios diagndsticos de Neurofibromatosis tipo | 2.

Para realizar el diagndstico de Neurofibromatosis tipo | se requieren 2 o mas de

los siguientes criterios: "

Tabla 2. Criterios diagnésticos para Neurofibromatosis tipo |
Instituto Nacional de Salud

Criterio Clinico

Comentario

6 o0 mas manchas café con leche mayores de 5mm

El 10 % de la poblacién tiene una mancha café con

antes de la pubertad, o de 15 mm después de la | leche
pubertad
Efélides Axila, cuello, pliegues inguinales e infra mamarios.

Altamente especificos para NF1

2 o0 mas neurofibromas o un neurofibroma

plexiforme

2 o0 mas nodulos de Lisch

Requiere examen con lampara de hendidura

Glioma éptico

Displasia esquelética

De la orbita o tibial

Un familiar afectado de primer grado

La severidad puede variar ampliamente entre

miembros de la familia.

Theos A, 2006

Caracteristicas del Gen NF1y Neurofibromina

En 1990 este gen NF1 se localizé mediante clonacién en el cromosoma 17 en el

brazo largo en la region q11.2. Esta formado por 60 exones, tiene una longitud

aproximada de 350 kb. Produce mRNA de tamafio variable de 9-11 kb y codifica

para la proteina Neurofibromina, una proteina formada por 2818 aminoacidos con

un peso aproximado de 280 kD que se expresa en diferentes tejidos como

cerebro, cordén espinal y sistema nervioso periférico. Se producen diferentes

isoformas mediante corte y empalme alternativo °.




La Neurofiboromina tiene una regiéon funcional central muy importante, de
aproximadamente 360 aminoacidos, la cual muestra homologia con el dominio
catalitico de la proteina activadora de GTPasa (GAP) que interactia con RAS
('RAt Sarcoma' virus) y regula la hidrélisis de GTP-RAS(Guanosin trifosfato-RAS)
a GDP(Guanosin difosfato), resultando en la inactivacién de la proteina RAS. El
dominio relacionado a GAP del producto del gen NF1 (NF1-GRD) presenta 2
isoformas (el tipo | y tipo Il) y también estimula la RAS GTPasa, de esta manera
mediante la participacion de Neurofibromina en la via de RAS es considerada un

regulador negativo de la proliferacion y diferenciacién celular™.
Via de senalizacion de NF1

Vias de transduccion de senales:

RAS pertenece a una superfamilia de GTPasas (pequenas proteinas G) y juega un
papel de activador/represor molecular en una variedad de procesos celulares
incluyendo movimiento celular, reorganizacién del citoesqueleto, trafico vesicular y

transporte intracelular y neocitoplasmatico’.

Aunque éste solo ocupa una pequena area de la proteina (360 aminoacidos), el
dominio relacionado a la proteina activadora de RAS-GTPasa (GAP) es una region
funcional importante de la Neurofibromina, que estimula la GTPasa intrinseca de
p21-RAS-GTP para hidrolizar GTP a GDP inactivando p21-RAS. La inactivacion
de RAS-GTP es la principal funcién de la Neurofibromina. El incremento de RAS-
GTP lleva a un incremento en la sefializacion a través de Raf cinasa, la cual activa
una cascada de cinasas involucrando a MEK (Map/Erk kinase) cinasa y las
isoformas Erk1 y Erk2 (Extracellular signal- regulated kinase) de MAPK (Mitogen-

Activated Protein Kinase) resultando en proliferacién celular.

El incremento de RAS-GTP ademas protege a las células de la apoptosis por
activacion de mTOR (mammalian target of rapamycin). Evidencia cientifica
confirma que la Neurofibromina regula negativamente la via de mTOR ya que

ocurre pérdida de la expresidon de Neurofibromina en lineas celulares de
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neurofibromas humanos asociados con altos niveles de activacion de mTOR. La
via mTOR se activa constitutivamente en células primarias deficientes de NF1y
tumores humanos y ademas de ser dependiente de la activacion de RAS y PI3K
(Phosphatidylinositol 3-Kinase) su activacion es mediada por la fosforilacién e
inactivacion de AKT ( V-AKT Murine Thymoma viral oncogene homolog) en la

proteina Tuberina codificada por TSC2 (Tuberous sclerosis 2) (Figura 1).

RAS es un componente clave de la via de sefalizacion de muchos factores de
crecimiento y en ausencia de Neurofibromina ésta es constitutivamente activada,

resultando en proliferacién e incremento de la supervivencia celular'®.

La via RAS/MAPK es critica para el desarrollo normal por participacion en la
regulacion de la proliferacion celular, diferenciaciéon, motilidad, crecimiento,
apoptosis y senescencia celular. Interesantemente las alteraciones en la via de
RAS se han visto involucradas en multiples sindromes de desarrollo que favorecen
la formacion de tumores, siendo referidos como RASopatias o sindromes neuro-
cardio-facio-cutaneos. Estas enfermedades incluyen los Sindromes de Noonan,
LEOPARD, Costello, malformacion capilar- arteriovenosa y Sindrome Cardio-facio-
cutaneo. Estos se relacionan con mutaciones germinales (que pueden resultar en
incremento de la transduccién de sefal) en genes que codifican para

componentes proteicos de la via RAS/MAPK.

Cada sindrome exhibe caracteristicas fenotipicas unicas, sin embargo, hay
caracteristicas clinicas que se sobreponen, incluyendo caracteristicas faciales,
defectos cardiacos, anormalidades de la piel, retraso del desarrollo y el riesgo de

malignizacion.

Hay diversas vias relacionadas a NF1 que son significativas en la patogénesis de

estos sindromes, incluyendo mTOR, la cual contribuye a esclerosis tuberosa®.
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Figura 1. Via de sefnalizacién de Neurofibromina.
(Tomado de Gottfried O N, 2010)
Mutaciones en NF1

Dado que el gen NF1 es muy grande ha sido dificil su estudio en forma completa,
sin embargo estudios recientes indican que las mutaciones pueden estar
presentes a lo largo de los 60 exones que lo conforman. Las mutaciones
reportadas son diversas, el 30-50 % son consideradas de novo y pueden
corresponder a deleciones del gen completo, inserciones, mutaciones puntuales,

217 Todos los individuos afectados son

rearreglos cromosomicos, entre otros
heterocigotos para una mutacion en el gen NF1y la pérdida de la heterocigosidad,
es decir la pérdida del segundo alelo NF1 a nivel somatico, resulta en ausencia
completa de la funcion de Neurofiboromina y riesgo de desarrollar tumores

malignos®.

ANTECEDENTES

La Neurofibromatosis tipo | es una enfermedad que se caracteriza por presentar
penetrancia completa dependiente de la edad y alta variabilidad en la expresién
clinica. Debido a lo anterior, es sumamente importante establecer los mecanismos

que expliquen dicha variabilidad en la expresion clinica™®.

La heterogeneidad alélica de la mutacién constitucional de NF1 puede ser uno de
los factores que expliquen la variabilidad fenotipica de la enfermedad'®. En 2007,

Upadhyaya y colaboradores reportaron la asociacion de la delecion de 3bp
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(c.2970-2972 delAAT) en el exdn 17 del gen NF1 con un fenotipo caracterizado
por la ausencia de neurofibromas cutaneos'®. Pastmant y colaboradores en el
2010 estudiaron la correlacion genotipo-fenotipo en pacientes con delecion de
toda la extension de NF1, demostrando que éstos pacientes tienen una incidencia
significativamente mas elevada de alteraciones del aprendizaje y dismorfismo

facial que en aquellos pacientes con mutaciones intragénicaszo.

Por otro lado, se han realizado estudios con el fin de evaluar la agregacion familiar
de las caracteristicas clinicas entre familiares afectados de Neurofibromatosis tipo
I. En 2009, Sabbagh y colaboradores examinaron la variacion fenotipica entre
familiares afectados, mediante el anadlisis de 12 caracteristicas clinicas,
obteniendo evidencia de la agregacion familiar. Ademas, en este estudio se
confirmd que los polimorfismos en el alelo NF1 normal no participan en la
expresividad variable de la enfermedad. Al igual que los hallazgos previos en el
2000 y 2003 por Szudked y colaboradores, encontraron asociaciéon entre el
numero de neurofibromas plexiformes y el numero de neurofibromas cutaneos, el
numero de neurofibromas subcutaneos y la presencia de maculas rojo-azul y entre
el numero de manchas café con leche y la presencia de efélides, sugiriendo que
algunas caracteristicas de la Neurofibromatosis tipo | pueden compartir

determinantes genéticos comunes’®.

Se han realizado estudios con la finalidad de correlacionar la expresividad clinica y
el nivel de expresion de algunas proteinas a nivel sérico. En 2004, Mashour y
colaboradores indicaron que el factor de crecimiento epidérmico puede ser un
factor que participe en el crecimiento de los neurofibromas?'. Dasgupta y
colaboradores en 2005, en un modelo animal con ratones que presentaban
gliomas de la via optica y astrocitos deficientes de Nf1, demostraron la sobre
expresion de metionina aminopeptidasa 2 (MetAP2). El tratamiento con el inhibidor
de MetAP2 redujo significativamente la proliferacion celular in vitro lo cual refleja la
actividad desregulada de K-Ras (V-KI-Ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene

homolog) %.
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En el 2006 Geller y colaboradores analizaron 25 pacientes con neurofibromas
dérmicos, 25 con neurofibromas plexiformes y 25 sin neurofibromas para
correlacionar el tamafio de los neurofibromas dérmicos y plexiformes con los
niveles séricos de IgE (mediante radioinmunoabsorcion), basandose en el hecho
de la participacion de la IgE, mediante la estimulacion de mastocitos (los cuales
han sido implicados en el desarrollo tumoral a través del proceso de

angiogénesis), en el proceso de tumorigénesis®.

Wang y colaboradores en un estudio reportado en 2007, identificaron mediante
espectrometria de masas y confirmaron mediante Western Blot, un incremento en
los niveles de fibrindgeno sérico en los pacientes con Neurofibromatosis tipo | en
comparaciéon con muestras de individuos sin la enfermedad. Debido a que el
fibrinbgeno esta asociado con angiogénesis, adhesion, proliferacién y migracion
celular propusieron que los niveles elevados de fibrinbgeno podrian estar

relacionados con el crecimiento tumoral®*.

JUSTIFICACION

El estudio de las enfermedades neoplasicas es considerado un tema prioritario de
investigacion en salud en nuestro pais. Dado que en la Neurofibromatosis existe el
riesgo de transformacion maligna a través de la activacién o inactivacion de vias
moleculares involucradas en otros tipos de cancer como las leucemias, mediante
el presente estudio pretendemos determinar la correlacion entre la expresion de
Neurofibromina y RAS con la expresividad clinica, para, en caso de encontrarla,
en un estudio posterior, determinar el riesgo de transformacién maligna de los
neurofibromas o el desarrollo de otras neoplasias en funcion de la expresion de

estas proteinas.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La Neurofibromatosis tipo | (NF1) es una enfermedad que se caracteriza por tener
expresividad clinica variable con riesgo de transformacion maligna de los
neurofibromas en el 5% de los pacientes. Ademas, los pacientes con
Neurofibromatosis tipo |, tienen mayor riesgo de desarrollar leucemia
mielomonocitica juvenil (LMMJ), con una posible progresion a leucemia mieloide
aguda (LMA).

Dado que RAS vy Neurofibromina estan directamente involucradas en la
patogénesis de la Neurofibromatosis tipo I, existe suficiente evidencia de la
participacion de RAS en el desarrollo de numerosos canceres humanos
incluyendo leucemias (LMMJ, LMA) y que a la fecha no se han realizado estudios
para determinar la correlacion de la expresion de estas proteinas con la
expresividad clinica de la enfermedad (cada uno de los seis datos clinicos

mayores).
Pregunta de investigaciéon

¢ Existe correlacién entre la expresion proteica de RAS-GTP y Neurofibromina, con

la expresividad clinica de pacientes con Neurofibromatosis tipo 1?
OBJETIVO GENERAL

Identificar la correlacion entre la expresién proteica de RAS-GTP y Neurofibromina

con la expresividad clinica de pacientes con Neurofibromatosis tipo I.
HIPOTESIS

Existe correlaciéon de al menos Rho=0.5 estadisticamente significativa (p< 0.05)
entre la expresion proteica de RAS-GTP y Neurofibromina con la expresividad

clinica de pacientes con Neurofibromatosis tipo |.
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MATERIAL Y METODO
Diseio del estudio

* Observacional

* Transversal

e Analitico

Universo y muestra

En el universo de estudio se consideraron 29 pacientes registrados en la consulta
externa de Genética del Hospital de Pediatria del CMN Siglo XXI de febrero 2010
a noviembre de 2011, que cumplieron con los criterios de seleccion, a quienes se
les invitd a participar en el estudio en el momento de acudir a su consulta de
seguimiento o mediante llamada telefénica. De los 29 pacientes registrados, se
logré contactar a 19, de los cuales previa explicacion de los alcances del proyecto
e invitacion a participar en el mismo, aceptaron participar 15 de ellos, y 4 no
aceptaron participar en el estudio, aquellos que aceptaron participar firmaron
carta de consentimiento informado escrito al igual que 8 de sus familiares adultos

que también cumplieron con los criterios de seleccion.
Muestreo

Se realizé un muestreo por conveniencia de casos consecutivos.
Calculo de tamaino de muestra

Tomando en cuenta un Rho=0.5, un alfa de 0.05 y un poder de 0.80, el tamafio de
muestra fue de n=23, el cual se estableci6 de acuerdo a los criterios
recomendados con el programa Sample Size Calculator Raosqt Inc. 2004 on

line?.
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Criterios de seleccién
Criterios de inclusion

Tomando en cuenta que existe haploinsuficiencia del gen NF1 en todas las células
somaticas de pacientes con Neurofibromatosis tipo | y dado que la via
hematégena constituye una via de facil acceso, decidimos realizar la
determinacién de la expresion de las proteinas RAS-GTP y Neurofibromina, asi

como la evaluacion de la expresividad clinica en:

* Pacientes que cumplieron con los criterios clinicos diagndsticos de
Neurofibromatosis tipo |, estandarizados y validados a nivel internacional
mencionados en el marco tedrico.

* Que aceptaron participar mediante firma de consentimiento informado
escrito.

Criterios de no inclusion

* Pacientes con Neurofibromatosis tipo | segmentaria, debido a que estos

pacientes presentan mosaicismo para la mutacién en NF1.

Criterios de eliminacion

* Pacientes cuya muestra de sangre resulté inadecuada para su estudio por
ser insuficiente o por degradacion.

* Padres de pacientes o pacientes que solicitaron ser retirados del estudio.

16



Tabla 3. Definicidn y clasificacion de variables

Variable Definicion Definicion Tipo de Variable Escala de medicién Unidad de medicion
conceptual operacional
Expresion de Sefial de la proteina | Diferenciaen la Independiente Cuantitativa continua Pixeles
Neurofibromina Neurofibromina expresion de la
mediante Western Blot muestra con respecto
en relacion a una al control expresado
muestra control en pixeles
Expresion de RAS- Sefial de la proteina | Diferenciaen la Independiente Cuantitativa continua Pixeles
GTP RAS-GTP  mediante | expresion de la
Western Blot en muestra con respecto
relaciéon a una muestra al control expresado
control en pixeles
Manchas café con Maculas bien | Numero de manchas Dependiente Cuantitativa discreta
leche de pequefio delimitadas café con leche de
tamano homogéneas, de pequerio tamafio en
bordes suaves, color | toda la superficie
bronceado a café | corporal.
obscuro de 0.5 — 1.5
cm en su diametro
mayor.
Manchas café con Maculas bien | Numero de manchas Dependiente Cuantitativa discreta
leche de gran tamafo delimitadas, café con leche de gran
homogéneas, de | tamafio en toda la
bordes suaves, color | superficie corporal.
bronceado a café
obscuro > 1.5 cm en
su didmetro mayor
Neurofibroma Tumor benigno de | Numero de Dependiente Cuantitativa discreta
nervio periférico en | neurofibromas
Cutaneo forma de cupula, | cuténeos
suave, carnoso, del
color de la piel o
ligeramente
hiperpigmentado
Neurofibroma Tumor benigno de Numero de Dependiente Cuantitativa discreta
subcutaneo nervio periférico, neurofibromas
nodular y firme | subcutaneos
evidente a la
palpacion de la piel
Neurofibroma Tumor difuso que | Numero de Dependiente Cuantitativa discreta
plexiforme crece a lo largo de un neurofibromas
nervio plexiformes
Efélides Maculas de 1-3 mm | Presencia o ausencia Dependiente Cualitativa 1=Presente
presentes en axilas o | de efélides 0=Ausente
ingles Nominal
Maculas rojo- azul Tejido Presencia o ausencia Dependiente Cualitativa 1=Presente
neurofibromatoso de maculas rojo-azul 0=Ausente
infiltrado de vasos Nominal
sanguineos capilares
y vénulas
caracterizado por
maculas suaves a la
palpacion, mal
definidas, que
aparecen

principalmente en el
tronco
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Variable

Definicion
conceptual

Definicion
operacional

Tipo de Variable

Escala de medicion

Unidad de medicion

Nédulos de Lisch

Hamartoma
melanocitico del iris
caracterizado por
méculas
hiperpigmentadas,
pequefias en forma de
cupula del iris, vistos
en el examen con
lampara de hendidura

Presencia o ausencia
de nédulos de Lisch

Dependiente

Cualitativa

Nominal

1=Presente
0=Ausente

Dismorfismo facial

Forma alterada de las
diferentes partes de la
cara caracterizada por
al menos 2 de las
siguientes: Facies
tosca, occipucio
aplanado/
braquicefalia,
asimetria facial, frente
prominente,
abombamiento frontal,
ptosis, fisuras
palpebrales dirigidas
hacia abajo, eversion
lateral del parpado,
pliegues epicanticos,
puente nasal alto y
ancho, punta nasal
bulbosa, pabellones
auriculares grandes y
de implantaciéon baja,
hipoplasia malar,
filtrum amplio y
prominente,
micrognatia, mentén
pequefo y
prominente, y linea
capilar posterior baja

Presencia o ausencia
de dismorfismo facial

Dependiente

Cualitativa

Nominal

1=Presente
0=Ausente

Escoliosis

Curvatura lateral de la
columna > 10 °

Presencia o ausencia
de escoliosis

Dependiente

Cualitativa

Nominal

1=Presente
0=Ausente

Dificultad para el
aprendizaje

Dificultad para la
asimilacién de
informacion
caracterizado por
repeticion de por lo
menos un nivel
escolar

Presencia o ausencia
de dificultad para el
aprendizaje

Dependiente

Cualitativa nominal

1=Presente
0=Ausente

Neoplasia

Neoformacién de
tejido, en el que la
multiplicacion celular
no esta totalmente
controlada por los
sistemas reguladores
del organismo y que a
veces tiene un
caracter progresivo,
caracterizado por la
presencia de al menos
uno de los siguientes:
glioma 6ptico, tumor
maligno de sistema
nervioso periférico,
feocromocitoma,
gliomas agresivos,
gliomas de bajo grado,
leucemia,
neuroblastoma u
otros.

Presencia o ausencia
de neoplasiai

Dependiente

Cualitativa nominal

1=Presente
0=Ausente
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Variable Definicion Definiciéoperacional Tipo de Variable Escala de medicion Unidad de medicion
conceptual
Sexo Condicién organica Fenotipo masculino o Universal Cualitativa nominal Masculino/
que distingue el femenino dicotémica
macho de la hembra Femenino
Edad Tiempo que ha vivido Tiempo transcurrido Universal Cuantitativa continua Afios
un individuo desde el nacimiento
hasta el momento del
estudio
Antecedentes Afeccién de un Presencia o ausencia Universal Cualitativa nominal 1=Presente
familiares de NF1 familiar de primer de un familiar de 0=Ausente
grado con NF1 primer grado con NF1

ALGORITMO DE PROCEDIMIENTOS

Pacientes y familiares
directos con diagnostico
de Neurofibromatosis
tipo |

Determinacion de la
expresion de Ras GAP y
Neurofibromina

Estadistica descriptiva de
EREIELIES

Invitacion a participar en
el proyecto y firma de
consentimiento
informado

Toma de muestra de

sangre periférica

Recoleccién de datos
mediante evaluacién

clinica

Estudios
complementarios en
Hospital de Pediatria o
en Hospital General de

Zona
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CONSIDERACIONES ETICAS

El presente proyecto de investigacion es de riesgo minimo, ya que es un estudio
que requirié unicamente la toma de muestra de sangre venosa, las cuales fueron
etiquetadas mediante un codigo para la identificacién del paciente, este cddigo fue
asignado por el grupo de investigacién, con las iniciales del paciente asi como el
numero consecutivo de la muestra tomada, con el propdsito de respetar la
confidencialidad de los datos e identidad del paciente y respetar su individualidad,
después de que los tutores firmaron la carta de consentimiento informado, la
Médico Residente de Genética Médica Daniela Juarez Melchor, tomé la muestra
(5ml) ya que cuenta con la experiencia en el manejo de pacientes durante este
proceso. Una vez obtenidas las proteinas, se realiz6 el estudio de Western Blot, el
material sobrante se desechd en contenedores especiales para residuos
bioldgicos. La investigacion se ha desarrollado con apego a la Declaracion de
Helsinki del afio 2000 y al Reglamento de la Ley General de Salud en materia de
investigacion®® ?’. Las personas que participan en el proyecto tienen sensibilidad,
honestidad y respeto para el paciente, por lo cual evitaron caer en conflictos de
intereses durante el desarrollo de dicho estudio. Una vez que este proyecto
concluya los pacientes que participaron con nosotros tienen el derecho de acudir
para que se les informe sobre los resultados obtenidos, siendo estos positivos o

no para su tratamiento o manejo de la enfermedad.
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RESULTADOS

La tesista y los médicos adscritos al servicio de Genética del Hospital de Pediatria
del CMN Siglo XXI (HP CMN Siglo XXI), captaron a los pacientes que acudieron a
la consulta de Genética, algunos de ellos referidos por el servicio de Dermatologia,
Pediatria y Neurologia principalmente, que cumplieron con los criterios clinicos de
Neurofibromatosis tipo I. Como parte de la valoracion de los pacientes con
enfermedades genéticas, se requiere del estudio conjunto de otros miembros de
la familia por lo que también se incluyeron en el estudio a los familiares de los

pacientes que presentaron la enfermedad y aceptaron participar en el estudio.

Los padres de los pacientes menores de edad o bien los pacientes adultos
firmaron carta de consentimiento informado, la evaluacién de los criterios clinicos
en los 23 pacientes pediatricos y adultos, fue realizada por la Médico residente
Daniela Juarez Melchor, quien llend el anexo 2 que se presenta al final de este
escrito, para lo anterior realizé el conteo de manchas café con leche en base a su
tamano, de pequefio y gran tamano, las mediciones las realizé con una cinta
métrica flexible, también conté el numero de neurofibromas cutaneos,
subcutaneos y plexiformes, el conteo tanto de las manchas como de los
neurofibromas fue por &rea corporal para evitar omitir alguna de estas
caracteristicas y permitir conocer que area era la mas afectada. La valoracion
oftalmolégica se realizé por el servicio de oftalmologia del HP CMN Siglo XXl en el
caso de los pacientes pediatricos, en el caso de los pacientes adultos quienes no
contaban con valoracion oftalmolégica se solicitd a su médico familiar enviar al
servicio de oftalmologia de su Hospital General de Zona, aquellos pacientes que
no fueron valorados en su Hospital correspondiente, fueron acompafados por la
tesista al Hospital de Oftalmologia del CMN Siglo XXI, en donde una médico
residente de la especialidad de Oftalmologia de ese hospital apoyd con su
evaluacion. Para la determinacion de la escoliosis se solicitaron radiografias de
columna anteroposterior y lateral en los pacientes pediatricos, en el caso de los
adultos se pidié a su médico familiar solicitar dicho estudio, una vez que se conté

con las radiografias se determind la presencia de escoliosis mediante el método
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de Cobb, con apoyo del servicio de ortopedia del HP CMN Siglo XXI. En el caso
de los pacientes a quien se les realizd el diagndstico de algun tipo de Neoplasia,
se les solicitd el reporte de patologia o el resumen escrito del servicio que realizé
el diagndstico, en uno de éstos pacientes el diagndstico se realizdé en el Hospital
de Oncologia del CMN Siglo XXl y en 2 de las pacientes en el Instituto Nacional de
Neurologia y Neurocirugia. Se solicitdo tomografia axial computarizada o
Resonancia magnética a aquellos pacientes que por su sintomatologia ameritaron
la realizacién de alguna de estas técnicas de imagen, otros pacientes ya contaban
con el estudio de imagen solicitado por el servicio de Neurologia del HP CMN
Siglo XXI o en el caso de los adultos por su médico tratante en su Hospital
General de zona, en el caso de los pacientes que presentaron alteracién en
alguno de estos estudios de imagen se enviaron al servicio correspondiente para
su atencion y tratamiento especializado. Se realizé la extraccion de 5 ml de sangre
periférica, por la tesista o la tutora de tesis, quienes realizaron la extraccion de
proteinas totales y posteriormente el Western Blot para Neurofibromina y Ras
GAP, dicha técnica fue realizada en el laboratorio de la Unidad de Investigacién
en Genética Humana del HP CMN Siglo XXI, se requiri6 ademas del apoyo de
otros miembros de este laboratorio durante el proceso de estandarizacién de la
técnica. Es importante mencionar que para la determinacion de la proteina RAS-
GTP es necesario realizar un ensayo de activacion de RAS, el cual no fue posible
realizar y ya que se tenia disponible el anticuerpo para detectar la proteina Ras
GAP, se realiz6 la determinaciéon de la misma con fines uUnicamente de

estandarizacion.
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Estadistica descriptiva

Se realiz6 la estadistica descriptica de las variables con apoyo de la Co-Tutora de

este proyecto la Dra. en C. Eunice Lépez Mufioz.

En el grafico 1, se observa la distribucién de la variable edad de los 23 pacientes
incluidos en el estudio, el promedio fue de 23.76 afos, con una edad minima de 2
afos y una edad maxima de 71 afios. La desviacion estandar fue de 21.88 afios.

13 pacientes fueron pediatricos y 10 pacientes adultos.

10 Distribucion de la edad

Frecuencia

N

Mean = 23,76
Std. Dev. = 21,885

N~ [N=23

0 20 40 60
EDAD (ANOS)

80

Grafico 1. Distribucion de la variable edad.
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El 52% de los pacientes incluidos en el estudio correspondieron al sexo femenino
y el 48% al sexo masculino

SEXO
@ FEMENINO
M MASCULINO

Grafico 2. Distribuciéon de la variable sexo

El 52% de los pacientes presentaba antecedentes familiares de Neurofibromatosis
tipo 1, mientras que el 48% no refirid ningun antecedente relacionado con esta
enfermedad.

ANTECEDENTES
FAMILIARES

@ NO
O si

Grafico 3. Antecedentes familiares
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En la tabla 4, se muestran los datos obtenidos en base a la exploracién clinica
realizada por la Médico Residente Daniela Juarez Melchor quien detecté que las
manchas café con leche de 0.5-1.5 cm predominaron en el area del tronco anterior
y se observaron en menor cantidad en el area de la cabeza. EI numero de
manchas café con leche mayores de 1.5 cm fue mayor en el area del tronco
posterior, y menor en el area de la cabeza. Del total de manchas café con leche
predominaron las de menor tamafo, es decir de 0.5-1.5 cm. Los neurofibromas
cutaneos se encontraron con mayor frecuencia en el area del tronco anterior y con
menor frecuencia en las extremidades inferiores. Se encontré un predominio de
neurofibromas subcutdaneos a nivel de extremidades inferiores y su menor
frecuencia fue en el area del cuello. De los neurofibromas plexiformes, la mayoria
se encontraron en el area de las extremidades inferiores, no se encontraron
neurofibromas de este tipo a nivel del tronco anterior. Segun el tipo de
neurofibromas, los cutaneos fueron los mas frecuentes, seguidos por los

subcutaneos y por ultimo los plexiformes.

Tabla 4. Promedio de Manchas café con leche (CALS) y neurofibromas por area
corporal

Cabeza 1 0 4 2 0.13
Cuello 2 0 2 1 0.04
Tronco 17 3 24 3 0
anterior

Tronco 12 5 19 2 0.08
posterior

Pelvis 8 3 1 2 0.08
Extremidades 5 2 6 3 0.13
superiores

Extremidades 7 3 1 5 0.26
inferiores

Total 52 16 57 18 0.72
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Tabla 5. Caracteristicas clinicas de los 23 pacientes estudiados
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Nota: En la variable escoliosis el punto indica que no se realizé la radiografia de columna vertebral.
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En la tabla 5 se resumen las variables clinicas de estudio, se muestran los
pacientes ordenados por edad, ya que se ha observado que la expresion clinica es
dependiente de la misma. Se indica el numero de manchas café con leche,
neurofibromas cutaneos, subcutaneos y plexiformes presentes en cada paciente,
asi como la presencia o ausencia de las variables clinicas cualitativas. Se observa
que los pacientes que presentan un mayor numero de manchas café con leche y
neurofibromas en sus 3 tipos se ubican principalmente en la parte inferior de la
tabla, que corresponde a los pacientes de mayor edad, al igual que 3 de los

pacientes que presentaron algun tipo de neoplasia.

Tabla 6. Frecuencia de presentacion de las caracteristicas clinicas

Manchas café con leche 100 >99
Neurofibromas cutaneos y subcutaneos 70 >99
Neurofibroma plexiforme 52 50
Maculas Rojo-Azul 0 Poco frecuentes
Nodulos de Lisch 78 90-95
Glaucoma congénito 4 Pocos casos
Efélides 91 85
Dismorfismo facial 78 52-78 en
microdeleciones
Escoliosis 30 10-25
Dificultad para el aprendizaje 35 30-60
Neoplasia 22 Especifica de
tipo

En la tabla 6 se muestran las frecuencias encontradas de las diferentes
caracteristicas clinicas en los 23 pacientes estudiados, asi como la frecuencia

reportada en la literatura.
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TIPOS DE NEOPLASIA

En 5 pacientes se identificd la presencia de algun tipo de neoplasia, el mas
frecuente fue el glioma de nervio éptico el cual se presentdé en dos de los
pacientes, mientras que los otros tres pacientes presentaron las neoplasias

mostradas en el grafico 15.

Grafico 4. Tipos de Neoplasias

Neoplasias encontradas

2 Gliomas del nervio dptico
¢1 Astrocitoma fibrilar anapldsico
¢1 Liposarcoma de bajo grado en antebrazo izquierdo

*1 Schwannoma plexiforme en unién toracolumbar mas tumor perirrenal

eAstrocitoma
*Glioma optico
eFeocromocitoma

eLeucemia mielomonocitica juvenil
eTumor maligno de vaina de nervio periférico

Grafico 5. Hallazgos de Tomografia axial computarizada y Resonancia magnética

Tomografia axial
computarizada de craneo

Resonancia magnética de
craneo

Resonancia magnética de
columna

eTotal de pacientes= 10
eNormal=6

eLesion quistica=1

*Erosion basal del temporal
en su porcién petrosa=1
eNeurofibroma en érbita
derecha=1

eNeurofibroma parietal
izquierdo=1

eTotal de pacientes= 6

eNormal=1

eHamartoma en globo
palido derecho=1

eGlioma del nervio éptico=
2

elesion hiperintensa
parietotemporal izquierda
en relacién a neurofibroma
plexiforme=1

eAracnoidocele pequefio
intraselar=1

eTotal de pacientes= 2
eNormal=0
eSchwannoma plexiforme

en union toracolumbar
mas tumor perirrenal= 1

eNeurofibromas a nivel de
D11-15=1
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Técnicas de biologia molecular
Extracciéon de sangre

La tesista y la tutora de tesis realizaron la extraccién de 5ml de sangre periférica a
los 23 pacientes, mediante puncién venosa y se colectaron en un tubo con EDTA.
Se separaron los linfocitos mediante buffer de lisis HB y posteriormente se
extrajeron las proteinas, los sobrantes del paquete sanguineo se eliminaron en

contenedores especiales para desechos biolégicos.

Extraccién y cuantificacion de proteinas

Para la extraccion de proteinas, se utilizaron 100ul de buffer de lisis celular RIPA
1X (500ul RIPA 2X, PMSF 20ul, EDTA 20ul, SDS 0.2 % 20pl, Tritébn x100 2 %
20ul, H20 380ul) y se le agregd 20ul de una mezcla de inhibidores de proteasas
(Thermo Scientific) al boton de leucocitos extraido previamente. La cuantificaciéon

de proteinas se realizé mediante el método Bradford.

Western Blot

Las proteinas se separaron mediante electroforesis SDS-PAGE mediante
gradiente debido a que el detergente i6nico SDS (Sulfato dodecil sodio)
desnaturaliza y se une a proteinas que se pueden cargar negativamente y pueden
migrar hacia el electrodo positivo, para esto se realizaron geles en gradientes al 5
y 15 %, con un gel separador al 4 %. Se cargaron 20ug de proteinas de cada
muestra, previamente desnaturalizadas con el buffer de carga y se realizd
corrimiento electroforético a 125 volts durante 60 minutos, posteriormente se
transfiri6 a una membrana para ser detectada mediante Western Blot. Se utilizé
una membrana de transferencia PVDF (Thermo Scientific), de 5 x 5 cm, y papel
Whatman n°3, la membrana previamente se activd con metanol absoluto por 10
minutos. La camara de transferencia se preparé en el siguiente orden: negro,
fibras, papel filtro, gel, membrana, papel filtro, fibra y blanco, se cerré y se coloco
en la camara de transferencia, la cual se llené previamente con buffer de

transferencia y se agregé un agitador magnético en el fondo, para mantener en
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constante movimiento durante la transferencia durante 2 horas a 4°C a 100 volts,
en una bandeja con agua y hielo. Posteriormente se retir6 la membrana y se
agregd leche al 5%, 7 ml para Ras GAP y GAPDH y 10 ml para neurofibromina,
dejando reposar durante 2 hrs a temperatura ambiente y en agitacion constante,
para bloquear todas las superficies que no fueron transferidas y evitar fondo al
momento de revelar.

Se utilizé un anticuerpo monoclonal especifico (Neurofibromin (McNFn27b):sc-
20016, Santa Cruz Biotechnology, Inc.) que reconoce Neurofibromina humana, de
ratén y de rata en una dilucion de 1:500 , un anticuerpo monoclonal Ras GAP (D-
6): sc-271436, Santa Cruz Biotechnology, Inc.) que detecta Ras GAP p120 de
ratén, rata y humano en dilucién 1: 100 y un anticuerpo monoclonal GAPDH en
una dilucion 1: 1000. Se incubd toda la noche a 4°C en agitacion constante. Al dia
siguiente se lavd la membrana con TBS-t tres veces por 15 minutos, se agregd
leche al 5 % y posteriormente 1ul de anticuerpo secundario en una dilucion de 1:
10 000 para NF1 y GAPDH, y 1: 2500 para Ras GAP. Se lavd posteriormente

cuatro veces con 10 ml de TBS-t por 15 minutos.

Para revelar, en un cuarto obscuro se colocé sobre la membrana, sustrato
luminiscente y solucion de peroxidasa de rabano en una relacion 1:1 (Super Signal
West Pico Sustrate), se cubridé con acetato y se expuso una pelicula kodak por 15
minutos, la cual se colocd en solucion reveladora y posteriormente en fijadora,
finalmente la tesista realiz6 el analisis densitométrico con el programa Alpha Ease
FC.

A continuacion se muestran los resultados de los experimentos realizados durante

la estandarizacion de las técnicas.
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Expresion de GAPDH en controles

Se utilizaron 5 muestras control sin la enfermedad, de individuos con un rango de

edad de 5 a 60 anos.

GAPDH (Gliceraldehido-3 fosfato deshidrogenasa) se utilizO como proteina
constitutiva, tiene un peso molecular de 37 kD y es utilizada como control ya que
se ha observado que su expresion es constante en todos los tejidos y no sufre

modificaciones ante diferentes condiciones fisioldgicas.

Controles 1 2 3 4 5

Imagen 1. Western Blot de GAPDH en controles. Cada mancha obscura representa una banda
que indica la presencia de la proteina GAPDH, se observa a un nivel de 37 kD con base al
marcador de peso molecular que se utilizé. La elipse roja sefala la banda correspondiente a la
muestra del control uno.

Expresion de GADPH en muestras control

18000 - 0.7
16000 -

0.6
1.2

0.4
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12000 -
10000 -
8000 -
6000
4000 -

1.0

Intensidad (pixeles)

1 2 3 4 5
Muestras control

Grafico 6. Expresion de GAPDH en controles. Se realizdé analisis densitométrico con el programa
Alpha Ease FC de cada una de las bandas observadas en la imagen 1, mediante el cual obtuvimos
el nivel de intensidad de la sefal en pixeles, se observa la variacion de la expresion de GAPDH en
los 5 controles. Los numeros azules sobre cada barra indican las desviaciones estdndar de los 3
experimentos tomados en cuenta en el analisis densitométrico.
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Expresion de Neurofibromina en controles

Controles 1 2 3 4 5 2

-7 ) A §

Banda presente Bandas ausentes

Imagen 2. Western Blot de Neurofibromina en controles. Se observan a un nivel de 250 kD las
bandas correspondientes a la presencia de la proteina Neurofibromina de los controles 1, 3y 4, la
banda del control 1 se muestra dentro de la elipse roja. En el caso del control 2 no se observo la
banda en el primer Western Blot que se muestra, por lo que se realiz6 nuevamente el experimento
y se logro su deteccidn, se muestra por separado a la derecha de la imagen. En el caso del control
5 no se observo la banda correspondiente.

Expresion de Neurofibromina en muestras control
16000 | 97
14000 -
12000 - 03
10000 -

8000 - 09

6000 - 04

Intensidad (pixeles)

4000 -
2000 -

1 2 3 4 5
Muestras control

Grafico 7. Expresion de Neurofibromina en controles. Se realizé analisis densitométrico de las
bandas observadas en la imagen 2, se obtuvieron los pixeles que representan la intensidad de la
banda. No se detecto la proteina Neurofibromina en el control 5. Los nimeros azules sobre cada
barra indican las desviaciones estandar de los 3 experimentos tomados en cuenta en el analisis
densitométrico.
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Expresiéon de Ras GAP en controles

Controles 1 2 4

100 - .

Imagen 3. Western Blot de Ras GAP en controles. Se observa en un nivel de peso molecular de
132 kD las bandas correspondientes a la presencia de la proteina Ras GAP en los controles 1, 2 y
4. No se detectd su expresion en los controles 3 y 5.

Expresion de Ras GAP en muestras control
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Grafico 8. Expresion de Ras GAP en controles. Se realizé analisis densitométrico de las bandas
observadas en la imagen 3, correspondientes a los controles 1, 2 y 4, obteniendo la intensidad de
la expresion de la proteina Ras GAP en pixeles. No se detectd la expresion de la proteina Ras
GAP en los controles 3 y 5, por lo que no se muestran en el grafico. Los nUmeros azules sobre
cada barra indican las desviaciones estandar de los 3 experimentos tomados en cuenta en el
analisis densitométrico.
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Comparacion entre la expresion de las proteinas Ras
GAP, Neurofibromina y GAPDH
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Grafico 9. Comparaciéon entre la expresion de Ras GAP, Neurofibromina y GAPDH en muestras
control. Se observa la variacion de la expresion entre las 3 proteinas analizadas, en el caso de la
proteina constitutiva GAPDH, se observa su expresion en los 5 controles, por el contrario
Neurofibromina no se expresé en el control 5 y Ras GAP no se expreso en los controles 3 y 5.

En los experimentos de los controles se intentd realizar un pull con 5 controles sin
la enfermedad, de edad variable (5, 28, 32, 40 y 60 afos) en ese orden se
encuentran en las graficas correspondientes, con la finalidad de eliminar el sesgo
por edad, y contar con un nivel de referencia que pudiera considerarse como
normal y asi poder ser comparado con los valores de los pacientes en cada una
de las proteinas. En la imagen 1 se puede observar que todos los controles
expresaron la proteina GAPDH, lo cual indica que el experimento se realizé de
forma adecuada, sin embargo en el grafico 20 se observa que existe variabilidad
en el nivel de expresion de cada una de las muestras, sin considerar esta
variabilidad ampliamente significativa. Por otro lado al observar las proteinas
Neurofibromina y Ras GAP si se observd una diferencia importante en la
expresion entre los diferentes controles, como se ve en las graficas 7 y 8. Para
Neurofibromina llama la atencion que el nivel de expresion es inversamente
proporcional a la edad del control. En el caso de la expresion de Ras GAP
observamos rangos amplios, con 2 controles en los que no se detectdé su
expresion. Por lo anterior, no se considerd confiable realizar un pull y obtener un

valor normal de referencia.
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Se realizé Western Blot a los 23 pacientes para las proteinas Neurofibromina, Ras

GAP y GAPDH, esta ultima como proteina constitutiva.

Expresion de GAPDH en pacientes

Pacientes 10 1112 13 14 15 16
L —— ——
22 23

ST T

Imagen 4. Western Blot de GAPDH en pacientes. Cada mancha equivale a una banda, la cual
representa la presencia de la proteina GAPDH en cada uno de los pacientes, las bandas se
observaron a un nivel de 37kD que corresponde al peso molecular de la proteina GAPDH. Se
muestra en circulo rojo la banda del paciente 2. En los pacientes 1 y 17 se observé la expresion
de la proteina solo en un segundo experimento de Western Blot, por lo que se muestran las
bandas correspondientes por separado.
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Grafico 10. Expresiéon de GAPDH en pacientes. Se realizd analisis densitométrico de las bandas
observadas en la imagen 4. Se muestra el nivel de expresion en pixeles de la proteina GAPDH,
para los 23 pacientes estudiados. Los numeros azules sobre cada barra indican las desviaciones
estandar de los 3 experimentos que se tomaron en cuenta para el analisis densitométrico.
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Expresiéon de Neurofibromina en pacientes

Pacientes 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1112 13 14 15 16

17 18 1920 21 22 23
250 kD

Imagen 5. Western Blot de Neurofibromina en pacientes. Se observa a un nivel de 250 kD las
bandas que representan la presencia de la proteina Neurofibromina en 17 de los pacientes, existe
ausencia de las bandas y por lo tanto de la expresion de Neurofibromina en los pacientes 5, 11, 17,
18 y 19, los cuales se muestran con flechas negras. La elipse roja muestra la banda del paciente 1.
La flecha azul sefiala la banda superior a nivel de un peso molecular de 250 kD, las bandas que se
observan en la parte inferior pueden corresponder a isoformas de la proteina con un menor peso
molecular.
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Grafico 11. Expresion de Neurofiboromina en pacientes. Se realizé analisis densitométrico de las
bandas observadas en la imagen 5, mostrando amplia variabilidad en la expresién de
Neurofibromina entre los pacientes, con ausencia de la proteina en los pacientes 5, 11, 17, 18 y
19, los cuales presentaron respectivamente Astrocitoma fibrilar anaplasico, Neurofibroma
plexiforme y glaucoma, Aracnoidocele pequefio intraselar, Schwannoma plexiforme y tumor
perirrenal. Los numeros azules sobre cada barra indican las desviaciones estandar de los 3
experimentos que se tomaron en cuenta para el analisis densitométrico.
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Expresiéon de Ras GAP en pacientes
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Imagen 6. Western Blot de Ras GAP en pacientes. Se observan las bandas a un nivel de 132 kD,
correspondientes a la presencia de la proteina Ras GAP en cada uno de los pacientes.
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Grafico 12. Expresién de Ras GAP en pacientes. Se realizé anadlisis densitométrico de las bandas
observadas en la imagen 6, mostrando la variacion en la intensidad de la expresion de la proteina
Ras GAP entre los 23 pacientes. Los nimeros azules sobre cada barra indican las desviaciones
estandar de los 3 experimentos que se tomaron en cuenta para el analisis densitométrico.
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DISCUSION

Se estudiaron 23 pacientes con Neurofibromatosis tipo I, 10 adultos y 13 en edad
pediatrica, el promedio de edad fue de 23.76 afios, con una edad minima de 2
afios y una maxima de 71 anos. La desviacion estandar fue de 21.88 afos. El
52% de los pacientes incluidos en el estudio correspondieron al sexo femenino y el
48% al sexo masculino. De los pacientes estudiados el 52.2% contaba con
antecedentes familiares de Neurofibromatosis tipo I, mientras que el 48% fueron
casos nuevos, similar a lo reportado en la literatura en donde se ha encontrado
que aproximadamente 50 % de los casos son heredados de un padre y el
restante 50 % de los casos son debido a una mutacién de novo en el probando,
esto se piensa que es debido en parte al tamafo grande del gen NF1, lo que lo

hace mas susceptible a sufrir mutaciones®®

En cuanto a las caracteristicas clinicas de los pacientes se observdé que las
manchas café con leche de pequefio tamano fueron las mas frecuentes
predominando en el area del tronco anterior, mientras que las manchas café con
leche de gran tamafio se encontraron mas frecuentemente en el tronco posterior y
ambas se observaron en menor numero en el area de la cara. Como se observa
en la tabla 5, todos los pacientes presentaron manchas café con leche, siendo en
numero de 2 para el que presentd la menor cantidad y 356 para el paciente con
mayor cantidad de las mismas, de 3.7 y 70.5 anos de edad respectivamente, lo
que apoya los datos reportados en la literatura en donde se ha observado que las
manchas café con leche son usualmente la manifestacién clinica inicial, que se
presenta en mas del 99 % de los pacientes, tienden a incrementar en numero y

tamafio a través de la infancia, pero se desvanecen en la vida adulta®.

Los neurofibromas cutaneos se encontraron con mayor frecuencia en el area del
tronco anterior y con menor frecuencia en las extremidades inferiores. Los
neurofibromas subcutaneos y los plexiformes predominaron en las extremidades
inferiores. Segun el tipo de neurofibromas, los cutaneos fueron los mas frecuentes,

seguidos por los subcutaneos y por ultimo los plexiformes, se ha reportado que los

38



neurofibromas cutaneos y subcutaneos se encuentran en mas del 99 % de los
individuos con Neurofibromatosis tipo | y que los neurofibromas plexiformes se han
encontrado hasta en el 50 % de los casos?®, semejante a lo encontrado en nuestro
estudio en el que el 53 % de pacientes presenté éste tipo de neurofibromas.

Ningun paciente presenté maculas rojo azul.

Esta reportado que los nddulos de Lisch se encuentran en el 90-95 % de los
pacientes, nosotros los encontramos en el 78% de los casos con una edad minima
de presentacion de 2.4 anos, lo que representa un porcentaje de presentacion
menor al reportado y una edad de inicio también menor, ya que se ha visto que
aparecen aproximadamente a partir de los 3 afios'?. El 4 % fue diagnosticado de
glaucoma congénito, éste dato clinico se ha reportado en pocos casos en la
literatura, se presenta de forma unilateral y se asocia al origen embriolégico del
neuroectodermo del angulo iridocorneal®®. El 91 % presenté efélides, dato mayor
al reportado que es igual al 85 %'%. El 78 % de los pacientes del estudio presenté
dismorfismo facial, principalmente por asimetria facial, frente prominente, fisuras
palpebrales dirigidas hacia abajo, pliegues epicanticos, ptosis, puente nasal alto y
ancho, punta nasal bulbosa y pabellones auriculares grandes y de implantacion
baja, el dismorfismo facial junto con la dificultad para el aprendizaje fueron 2
caracteristicas clinicas que en otros estudios mostraron una asociacion
significativa con microdeleciones del gen NF1, y se ha encontrado del 52- 78 % de
los pacientes con éste tipo de mutacion®’. El 35 % de los pacientes presentd
dificultad para el aprendizaje, siendo lo reportado en la literatura del 30- 60 %2,
esta caracteristica se consider6 en aquellos pacientes que presentaron el
antecedente de haber repetido por lo menos un afio escolar, ya que no se contd
con la determinacién del coeficiente intelectual de la mayoria de los pacientes, lo
que nos hubiera proporcionado informacibn mas valiosa acerca de ésta
caracteristica. Se contd con radiografia de columna del 83 % de los pacientes,
detectando escoliosis en el 30 % de los casos, esta alteracion es el hallazgo
esquelético mas comun en la Neurofibromatosis tipo |, con una frecuencia
estimada del 10- 25 % en la literatura mundial®, por lo que en nuestro grupo de

estudio, se encontré una frecuencia mayor a la esperada. El 22 % de los pacientes
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presenté algun tipo de neoplasia, en 2 pacientes se reporté glioma optico,
equivalente al 8.6 % del total, se considera por varios autores una frecuencia de
hasta el 15 %, siendo detectados principalmente en la infancia y sintomaticos en
aproximadamente el 5 % de los casos de Neurofibromatosis tipo |, recientemente
se han realizado estudios que muestran que es posible que el genotipo sea un
determinante del riesgo de desarrollar este tipo de tumor, de los 2 pacientes en
nuestro estudio en uno se diagnosticé al afio y en otro a los 35 afios de edad. En
un paciente se diagnosticd astrocitoma fibrilar anaplasico a los 35 afios de edad,
representando el 4.3 % de los casos. Otros tumores reportados en los pacientes
con Neurofibromatosis tipo | son los tumores de vaina de nervio periférico,
tumores del estroma gastrointestinal, leucemia mielomonocitica juvenil, tumor
glomus, y feocromocitoma®?, no se encontré en los casos estudiados alguna de
éstas neoplasias, sin embargo se diagnosticé en un paciente de 68 afnos de edad
un liposarcoma de bajo grado en antebrazo izquierdo y en un paciente de 12
afos un tumor perirrenal mas schwannoma plexiforme en unién toracolumbar, los

primeros 2 tumores no se encontraron reportados en la literatura previamente.

Diez pacientes contaron con estudio de TAC de craneo, reportandose en 4 de
ellos alguna alteracion, uno con lesion quistica que ocupa el I6bulo frontal y
porcion dorsal del parietal ipsilateral, esta lesion correspondié por estudio de
patologia a un astrocitoma fibrilar anaplasico; otros 3 casos con erosion del hueso
temporal en su porcion petrosa, neurofibroma en 6rbita derecha y neurofibroma en
parietal izquierdo respectivamente. A 6 de los 23 pacientes se les realiz
Resonancia magnética de craneo, de los cuales 5 presentaron anormalidad en la
misma por el reporte de hamartoma en globo palido derecho en un caso, glioma
del nervio éptico en 2 casos, neurofibroma plexiforme en un caso y aracnoidocele
pequefo intraselar en otro de los casos. El Instituto Nacional de Salud (NIH) no
recomienda realizar estudios de tomografia computarizada o resonancia
magnética en pacientes asintomaticos con Neurofibromatosis tipo I, por otro lado
se recomienda que los estudios de imagen del cerebro deberian indicarse en
aquellos pacientes en los que una delecion del gen entero y DNA flanqueante sea

encontrada, recordando que los individuos afectados por este tipo de mutacion
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presentan un fenotipo distintivo incluyendo dismorfismo facial, un gran niumero de
neurofibromas, alteracién cognitiva grave y frecuentemente, evidencia de
alteraciones cerebrales estructurales®. A diferencia del estudio de tomografia
computarizada, la resonancia magnética permite detectar areas focales de alta
intensidad de sefal en T2, conocidas como objetos brillantes no identificados, los
cuales no ejercen efecto de masa, a menudo se resuelven con el tiempo y rara vez
son vistos en pacientes mayores de 20 afos, se ha sugerido que tengan una
relacion con un IQ mas bajo, las habilidades del lenguaje, la funcién visuoespacial
y el desempeio académico?®.Los pacientes en estudio presentaron sintomatologia
que ameritd la realizacion de estudio de imagen, lo que permitié la identificacion y
el tratamiento de las lesiones antes mencionadas. 2 pacientes presentaron datos
clinicos de neuropatia a nivel de extremidades inferiores, se les realizé resonancia
magnética de columna la cual detect6 un schwannoma plexiforme en la unién
toracolumbar y tumor perirrenal en un paciente y neurofibromas a nivel de D11- L5
en otro paciente, se ha reportado que los pacientes con tumores de las raices
nerviosas tienen un riesgo alto de desarrollar tumores de la vaina del nervio
periférico, por lo que su detecciéon oportuna ha permitido una adecuada vigilancia

de los mismos®*.

Durante la determinacion de la expresion de las 3 proteinas en muestras control
observamos discreta variacion en la expresion de GAPDH, la cual no
consideramos significativa. En el caso de Neurofibromina no se observé su
expresion en el control 5 y en el caso de Ras GAP no se observo en los controles
3 y 5, se realizaron varios experimentos con la finalidad de descartar que esta
variabilidad fuera causada por algun error durante la técnica, sin embargo se
observd el mismo resultado en cada uno de ellos, por lo que sera necesario
aumentar el numero de controles sanos para obtener un valor normal de

referencia de los niveles de éstas proteinas.

La determinacion de los niveles de expresion de Neurofibromina mostré una
diferencia mayor entre los pacientes, con ausencia de la misma en 5 de los casos,

correspondiendo en el primer caso a un paciente con Astrocitoma fibrilar
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anaplasico, el segundo caso presenta neurofibroma plexiforme de parpado y
region malar derecha, asi como glaucoma en ojo derecho que ameritd
enucleacion, en el tercer caso corresponde a paciente con aracnoidocele pequefio
intraselar y neurofiboroma plexiforme a nivel de cuello, el cuarto caso a paciente
con tumor perirrenal y schwannoma plexiforme en la union toracolumbar, es decir
que en 4 de éstos 5 pacientes en los que no se presentd la expresion de
Neurofibromina, se observé una expresion clinica grave, asociada a tumores y
neurofibromas plexiformes principalmente. Los 5 pacientes con falta de expresion
de Neurofibromina presentaron ademas efélides, nédulos de Lisch y dismorfismo
facial, en promedio presentaron 53 manchas café con leche y solo uno presento
neurofibromas cutaneos, 3 presentaron neurofibromas subcutaneos y plexiformes.
Por otro lado, aquellos pacientes que si presentaron expresion de la proteina
Neurofibromina pero en niveles bajos también mostraron datos clinicos relevantes,
como es el caso del paciente 3 quien presentd mas de 200 neurofibromas
cutaneos, un neurofibroma plexiforme en parpado, hamartoma de globo palido
derecho y neurofibromas a nivel de columna de D11 a L5. El paciente 7 present6
neurofibroma plexiforme en pelvis y erosidén basal del temporal en su porcién
petrosa, los pacientes 14 y 15 desarrollaron neurofibromas plexiformes, el
paciente 20 presentd glioma optico y el paciente 23 mostré el mayor numero de
manchas café con leche y neurofiboromas cutdaneos. Observamos en la imagen 5,
que los pacientes 13 al 16 presentan en el estudio de Western Blot 2 o 3 bandas,
que representan la presencia de la proteina Neurofibromina, siendo la que se
observa en la parte superior la que se ubica en un nivel de 250 kD, es posible que
las bandas de la parte inferior correspondan a isoformas o a una proteina trunca,
se ha reportado que mediante corte y empalme alternativo se generan 4 isoformas
proteicas, los 2 transcritos mejor caracterizados difieren por la inclusién o
exclusion de 63 pares de bases en el exon 23a'. En el grafico 12 se muestra la
expresion de Ras GAP en los 23 pacientes, el paciente 11 quien presentd la
expresion mas leve de Ras GAP presentd como dato relevante un neurofibroma

en mano derecha que ameritd reseccion quirurgica.
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CONCLUSIONES

* En el presente estudio se analizd la expresion clinica de 23 pacientes con
Neurofibromatosis tipo |, la cual se caracteriza por su amplia variabilidad.
Encontramos datos similares a los reportados en la literatura en cuanto a la
frecuencia de presentacion de las principales manifestaciones clinicas de la
enfermedad, asi como a la edad de presentacion de las mismas y el
porcentaje de casos nuevos.

* EI objetivo del estudio fue correlacionar el nivel de expresiéon de las
proteinas RAS GTP y Neurofibromina en sangre periférica con la expresién
clinica de cada paciente, para determinar un nivel de expresion normal se
analizaron 5 controles sanos con un rango de edad entre 5 y 60 anos, sin
embargo se encontraron diferencias importantes entre la expresion proteica
de los mismos, por lo que consideramos necesario que antes de realizar la
correlacion se debe determinar el valor normal de expresion de las
proteinas en un numero mayor de individuos sanos.

* Encontramos diferencias importantes en los niveles de expresion de
Neurofibromina en los 23 pacientes, siendo de relevancia la falta de
expresion de esta proteina en 5 pacientes, de los cuales 4 presentaron
algun tipo de neoplasia o neurofibroma plexiforme.

* Los pacientes con niveles de expresion bajos de Neurofibromina también se
caracterizaron por presentar neurofibromas plexiformes, neoplasias y un
mayor numero de manchas café con leche y neurofiboromas cutaneos.

* Los hallazgos clinicos en los pacientes con niveles ausentes o bajos de
expresion de Neurofibromina, pudiera sugerir que éstos pacientes
presentan un tipo de mutacion que causa disminucion importante o
ausencia de los niveles de Neurofibromina en sangre periférica, lo que
condicionaria un  cuadro clinico mas grave, presentando con mas
frecuencia neurofibromas plexiformes y neoplasias.

* En base a los datos encontrados, es posible que los niveles proteicos de
Neurofibromina en sangre periférica pudieran servir como un marcador que

nos indique un mayor riesgo de presentar algun tipo de neoplasia, siendo
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mas factible realizar este tipo de estudio en comparacion a un estudio de
busqueda de mutaciones el cual es dificil de realizar por la diversidad de las
mismas y el tamafo grande del gen NF1.

* Es importante continuar con la estandarizacion de la técnica y ampliar el
numero de controles sanos con el fin de determinar el nivel de expresion
normal de Neurofibromina.

 Es importante también realizar el ensayo de activacion de RAS, para
determinar los niveles de RAS GTP.

* Una vez realizada la extension de este estudio sera posible emitir
resultados definitivos y confiables que pudieran colaborar al entendimiento
de los mecanismos que determinan la expresividad variable de la

Neurofibromatosis tipo I.
Observaciones

No se cuenta con reportes en la literatura de estudios que midan los niveles de
expresion de Neurofibromina y RAS GTP en sangre periférica de pacientes y
controles sanos, por lo que con los datos obtenidos se tiene un acercamiento al
conocimiento de esta informacion y la posible asociacién que pudiera existir con la

expresividad variable de la Neurofibromatosis tipo I.

Las limitaciones que se presentaron durante el estudio fueron principalmente para
la estandarizacion de Western Blot para Neurofibromina, por factores como las
caracteristicas propias de la proteina, su alto peso molecular y la inespecificidad
de los anticuerpos disponibles ya reportada por otros autores®. Por otro lado no
se logré la evaluacién completa de todos los pacientes, principalmente aquellos
estudios de imagen que fueron solicitados a los pacientes adultos para realizarse
en su Hospital General de Zona, como es la radiografia de columna vertebral. El
hecho de encontrar amplia variabilidad en la expresion de la proteina
Neurofibromina en los controles nos limita para poder determinar un nivel de
expresion normal y asi poder comparar con los pacientes, sumado a la dificultad
de la estandarizacion, por lo que sera necesario estudiar un mayor numero de

controles y tratar de establecer primero si existe variabilidad en los niveles de
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expresion en individuos sanos. Por otro lado, no fue posible realizar el ensayo de
activaciéon de RAS GTP, y aun cuando en base a los niveles de expresion de 2 de
las principales proteinas que regulan el paso de RAS GTP a RAS GDP, que son
Neurofibromina y Ras GAP, podemos de forma indirecta saber si RAS GTP se
encuentra en niveles altos o bajos, es necesario realizar el ensayo de activacion
de RAS, el cual permitira de forma directa conocer los niveles de expresion de
RAS activo.
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ANEXO 1

%
CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
PACIENTE CON NF1

INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL

“CENTRO MEDICO NACIONAL SIGLO XXI”

“CORRELACION DE LA EXPRESION PROTEICA DE RAS-GTP Y NEUROFIBROMINA EN SANGRE
PERIFERICA'Y LA EXPRESIVIDAD CLINICA EN PACIENTES CON NEUROFIBROMATOSIS TIPO 1~

Se me ha informado que la UIM de Genética Humana del Hospital de Pediatria, realizara el proyecto de
investigacion antes mencionado y se invita a participar a mi(s) hijo (s) (as), porque tiene (n) el diagndstico de

Neurofibromatosis tipo 1.

El interés del estudio consiste en conocer el nivel de expresién de las proteinas RAS-GTP y Neurofibromina y
su correlacion con las caracteristicas clinicas que estos niveles pueden producir en mi hijo (s) (as), a través de

un estudio especial , que no se realiza rutinariamente en los pacientes.
Beneficios

Me informan que los responsables de este estudio de investigacién son la Médico residente de la especialidad
en Genética Médica Daniela Juarez Melchor, la M. en C. Judith Villa Morales y la Dra. Eunice Lépez Mufioz.
Este estudio por el momento no aportara ningun beneficio al paciente. La prueba necesita una muestra de
sangre que servira para separar las proteinas RAS y Neurofibromina, que sera desechado una vez que se

realice la técnica especial.
Riesgos

Al ser un estudio de laboratorio que requiere la extraccion de una muestra de sangre, se tomaran 5 mililitros
de sangre (1 cucharadita) de una vena utilizando jeringa y aguja estériles para cada paciente, se informa que
pueden presentarse molestia secundarias al piquete de la aguja, puede ser necesario mas de un intento en la

toma de muestra y puede aparecer un moretdn que desaparecera por si solo.
Confidencialidad

El estudio sobre correlacion de la expresion proteica de RAS-GTP y Neurofibromina en sangre periférica y la
expresividad clinica en pacientes con Neurofibromatosis tipo 1, incluyendo registros clinicos y/o del hospital
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seran manejados en forma confidencial, se podran presentar en congresos y revistas estrictamente de interés
meédico y no sera revelada la identidad del paciente y su familia a ninguna

persona sin su consentimiento, cada muestra sera codificada con una sigla “Mn” o “Ma“(muestra nifio o

adulto) y un numero consecutivo, evitando asi que se revele la identidad del paciente.

Participacion / suspension

La participacion de mi hijo(a) en este estudio es voluntaria. Tengo la libertad de retirar a mi hijo(a) en cualquier
momento que él o yo decida no seguir en el estudio. La decision de rehusarme a participar no afectara la

calidad ni la disponibilidad de la atencién médica.
Consentimiento

Al otorgar mi consentimiento, acepto que la Dra. Daniela Juarez Melchor, me explicé personalmente la
informacién y que me quedod bien entendida, ademas de que contesté todas las preguntas que surgieron. Si
tengo alguna duda puedo comunicarme al Hospital de Pediatria de Centro Medico SXXI en horario de labores
y de lunes a viernes al teléfono 56 27 69 00 extension 26945 o a la UIM de Genética Humana (22409).

Al firmar este documento, usted accede voluntariamente a participar en este estudio.

México, D.F. a de de 201_.

Nombre del paciente:

Nombre y firma del padre:

Nombre y firma de la madre:

Nombre y firma del testigo 1:

Relacion del testigo con el paciente y su familia:

Nombre y firma del testigo 2:

Relacion del testigo con el paciente y su familia:

Nombre y firma del Médico Responsable:
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ANEXO 2

HOJA DE RECOLECCION DE DATOS

Fecha:

Nombre del paciente:

Numero de afiliacion:

Edad:

Sexo:

Nivel de expresion de Neurofibromina Pixeles=

Nivel de expresion de RAS-GTP Pixeles=

Manchas café con leche de pequeiio N°

tamano(0.5-1.5 cm)

Manchas café con leche de gran tamaino(> N°

1.5 cm)

Neurofibroma Cutaneo N°

Neurofibroma subcutaneo N°

Neurofibroma plexiforme N°

Efélides Presente=1 Ausente=0
Maculas rojo- azul N°

Nédulos de Lisch Presente= 1 Ausente=0
Dismorfismo facial Presente=1 Ausente=0
Escoliosis Presente=1 Ausente=0
Dificultad para el aprendizaje Presente=1 Ausente=0
Neoplasia Presente=1 Ausente=0
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Craneo

Cuello

Térax
anterior

Toérax
posterior

Pelvis

E.
superiores

inferiores

Total

Manchas

.5-1.5 cm

Manchas

>1.5cm

Neurofibromas

Cutaneos

Neurofibromas

Subcutaneos

Neurofibromas
plexiformes
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