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“DESCRIPCION CLINICA Y ANALISIS MOLECULAR DE 15
EXONES DEL GEN TSC2 EN PACIENTES CON ESCLEROSIS
TUBEROSA”.

*Dra. Paola Medina Luna, Dra. Ariadna Gonzélez del Angel, M. en B. Exp. Carlos
Todd Quifiones, Dr. Miguel Angel Alcantara O., **Dra. Rocio Castillo Cruz, ***Dr.
Antonio Cadena, ****Dra. Carola Duran M., *****Dr, Martin Garrido, ******Dr.
Juan Carlos Juarez Echeneque, *******Dra. Leticia Munive B., *Departamento de
Genética Humana. **Subdireccion de Investigacion Médica. *** Departamento de
Estomatologia. ****Departamento de Dermatologia. *****Departamento de
Cardiologia. ******Departamento de Oftalmologia. ******* Departamento de

Neurologia. Instituto Nacional de Pediatria

RESUMEN

La Esclerosis Tuberosa (ET) es la segunda facomatosis mas frecuente, se transmite de
manera autosémica dominante, es causada por mutaciones en los genes tumor supresor
TSC1y TSC2 (Tuberous Sclerosis Complex 1y 2). Esta entidad tiene como manifestaciones
clinicas hamartomas que pueden involucrar practicamente todos los tejidos.

Existen casos con dificultad para clasificarlos en diagnostico definitivo, probable o posible
ya que no cumplen los criterios clinicos diagnosticos actuales, lo que repercute en no poder
brindar a las familias afectadas un asesoramiento genético de certeza. Actualmente con el
diagnostico molecular es posible caracterizar las mutaciones en los genes TSC1y TSC2 que
originan esta enfermedad, siendo de gran utilidad para el diagndstico certero y temprano en

casos en donde la sintomatologia no es concluyente.



PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Cudl es la utilidad del estudio molecular del gen TSC1 y TSC2 para establecer el
diagndstico de certeza en ET en comparacion con los criterios diagnosticos de la

conferencia consenso de 1998 en pacientes del Instituto Nacional de Pediatria (INP)?



ANTECEDENTES

Frecuencia

La Esclerosis Tuberosa (ET) es una entidad autosémica dominante que se presenta con
expresividad muy variable. Se caracteriza por la formacion de hamartomas que pueden
involucrar practicamente todos los tejidos.

Se calcula que la frecuencia de la ET es de 1: 29,900 para personas menores de 65 afios de
edad y 1:15.000 para menores de 5 afios de edad con un promedio de 1:10,000; aungue se
considera que estas frecuencias pudieran ser mas altas dada la dificultad en identificar esta

patologia (1-4).

Manifestaciones clinicas.

Desde el nacimiento se pueden observar manchas hipocromicas en la piel, permitiendo la
sospecha diagnodstica en forma temprana; éstas incrementan durante la infancia, las mas
frecuentes tienen forma redondeada de 0.5 a 2 cm. de didmetro, aunque también se
presentan manchas de forma lanceolada y lesiones en confeti de 1 a 3 mm. de diametro; con
la edad éstas manchas pueden hiperpigmentarse y hacer mas dificil su identificacion en
adultos, su frecuencia en la literatura mundial se ha estimado en 90% de los pacientes con
ET (2,5). En estudios histopatoldgicos se ha descrito disminucion de la melanizacion y de
los melanosomas en la piel hipopigmentada de los pacientes con ET (6).

Las manchas café con leche también pueden asociarse a esta entidad, sin embargo no se
conoce su frecuencia, mientras que en la poblacion en general se observan en 10 a 15% (7).
En el 80-90% de los pacientes se presentan angiofibromas faciales, los cuales aparecen
entre los 5 afios de edad y la pubertad. Histologicamente estos se caracterizan por ser
hamartomas de tejido conectivo y vasos sanguineos, a la exploracion fisica se observan
como regiones nodulares rojizas que se distribuyen en forma simétrica en la regién malar
de la cara. Otra lesion caracteristica de la ET son las placas de Shagreen, las cuales se

presentan en la infancia tardia y son lesiones de color café parecidas a piel de naranja que



pueden medir de milimetros hasta centimetros de diametro y generalmente se localizan en
la cara posterior del térax predominantemente en la region toracolumbar (1, 2).

En la etapa adulta se pueden observar fibromas ungueales con una frecuencia del 17 - 47%;
las lesiones pueden ser peri 0 subungueales, son mas frecuentes en las mujeres y
usualmente se localizan en los dedos de los pies. También se encuentran fibromas
gingivales en el 36% de los pacientes e hipoplasia de esmalte en nifios y adultos con ET (1).
Jozwiak y Webb en dos estudios descriptivos sobre las manifestaciones cutaneas de ET en
nifios concluyen que las lesiones méas frecuentes a edad temprana son las manchas
hipomelandticas y que la Gnica lesion cuya aparicion se asocia claramente con la edad es el
angiofibroma facial. Los fibromas ungueales se observan principalmente a edades mas

tardias en ambos grupos (8-10).

En los pacientes con ET, también se debe descartar la presencia de pits dentales los cuales
se originan por alteraciones en la diferenciacién celular del diente causados por una
interaccion defectuosa entre odontoblastos y ameloblastos (1,11). En un estudio realizado
por Mlynarczyk y cols. a 50 pacientes con ET se pudo documentar la existencia de pits
dentales en el 100% de los pacientes mayores de 11 afios (11).

Las alteraciones caracteristicas del sistema nervioso central (SNC) son los tubers corticales
en el 95% de los casos, asi como los nodulos y astrocitomas de células gigantes
subependimarios y alteraciones de la migracion en el 93% de los casos (1-3).

El 78% de los pacientes presentan crisis convulsivas (CC), de estos el 74% la manifiestan
en la infancia y el 4% en la etapa adulta, ademas se ha descrito que cerca de un 50% de los
pacientes, cuya unica manifestacion son los espasmos infantiles, posteriormente desarrollan
ET (9, 12-14).

También se han documentado desérdenes de aprendizaje, los cuales varian con la edad y se
observan con mayor frecuencia en nifios mayores de 5 afios y el grado va de moderado a
grave, encontrandose relacionado a la presencia de crisis convulsivas (9).

Se ha encontrado relacion entre la gravedad de las manifestaciones neuroldgicas y la
presencia y numero de tubers corticales reportandose que los pacientes con mas de 7 tubers
tienen un Odds ratio para el coeficiente de desarrollo de 5.3 (2.3 - 11.9) y un Odds ratio

para CC de 16.0 (5.1 - 46.5) (15). Un estudio similar sugiere que los pacientes con 5 0 mas



nodulos subependimarios tienen con mas frecuencia espasmos infantiles y peor prondstico
para el desarrollo cognitivo (16).

Las alteraciones renales descritas en pacientes con ET son los angiomiolipomas en el 80%,
los quistes renales en el 15-20% y se ha reportado en algunos cuantos casos carcinoma de
celulas renales sin que se conozca su frecuencia exacta. Histologicamente los
angiomiolipomas estan compuestos de una mezcla de vasos sanguineos anormales, musculo
liso y tejido adiposo. Por lo general, mas del 80% de los tumores son de tamafio
aproximado a los 40 mm y asintomaticos, aunque muchos angiomiolipomas se comportan
como una lesién maligna con invasion extracapsular y ndédulos linfaticos que se manifiestan
por dolor y sangrado. En las mujeres se ha observado mayor propension a su crecimiento
probablemente influenciado por accion hormonal sobre los receptores esteroideos de las
células de masculo liso y aunque en algunos casos se pueden detectar desde temprana
infancia la edad promedio de deteccién en pacientes con ET es de 25-35 afios (1,17-19).
Ewalt y cols. en 1998, realizaron un estudio prospectivo y longitudinal en 60 pacientes de
1-18 afios con ET, donde se describe la incidencia y evolucion clinica de las lesiones
renales observando que 34% presentd angiomiolipomas y el 12.5% quistes simples; 10
pacientes (17%) tenian quistes maltiples, en 4 pacientes los quistes aparecieron con el
tiempo y en 5 estos desaparecieron. S6lo un paciente presentd carcinoma renal de células
claras. La media de edad en la que se encontrd alteracion en el USG renal en pacientes con
ET anteriormente reportados sin alteraciones fue de 7.5 afios (20).

Un 5% de los pacientes con ET presentan complicaciones renales las cuales representan la
segunda causa de morbi-mortalidad en los individuos afectados, siendo la mas frecuente la
hemorragia retroperitoneal. También se ha reportado la presencia masiva de quistes en
ambos rifiones que condiciona falla renal (20-21). O'callaghan menciona que los quistes
renales se pueden detectar antes de que aparezcan otras manifestaciones clinicas de ET
(18).

Hasta un 50% de los pacientes presentan rabdomiomas cardiacos, los cuales se pueden
detectar durante la etapa neonatal y pueden ser multiples o Unicos. El tejido tumoral
consiste en células en donde se observan estriaciones cruzadas y son positivas a tincion
acida de Schiff (22). La presencia de estos tumores se considera de mal prondstico, con una

frecuencia de mortalidad de 53% durante la primera semana de vida y 78% al afio de vida;



se ha encontrado que 37-50% de las muertes de pacientes con rabdomiomas, estan
asociadas a ET. La gravedad de las complicaciones por rabdomiomas cardiacos depende de
la localizacidn del tumor, siendo los tumores obstructivos los mas graves (23).

En un estudio longitudinal realizado por Jozwiak y cols. de 1984 a 1991 donde se
estudiaron 47 nifios (23 varones y 24 mujeres) con ET con una media de edad de 5.25 afios,
se observo que la mayor frecuencia de rabdomiomas cardiacos se encuentra en menores de
2 afios (91 %) y mayores de 9 afios (58% de los casos analizados) (24).

Dado que los rabdomiomas son los tumores cardiacos mas frecuentes en la infancia, se ha
descrito que hasta el 51 % de estos son casos de ET (22); por otro lado se ha observado que
el 23% de los pacientes presentan angiomiolipomas pulmonares, polipos rectales
microhamartomatosos y hamartomas hepaticos.

Los hamartomas hepaticos son lesiones benignas que se presentan en el 45% de los varones
que presentan ET, usualmente son hallazgos incidentales al realizar USG abdominal o
reportados en estudios post-mortem dado que los pacientes con esta alteracion no presentan
datos de disfuncion hepatica, siendo més frecuente el angiomiolipoma hepatico (25).

En un estudio realizado con 51 nifios con una media de 6-8 afios, los hamartomas hepaticos
fueron mas frecuentes en nifias con una relacion 5:1 (en la literatura mundial esta relacion
se reporta de 19:1, usualmente los hamartomas fueron multiples (9 en promedio) con un
tamano entre 5y 8 cm (24).

Las lesiones oftalmicas consisten principalmente en hamartomas en retina, aunque también
se han reportado defectos de refraccion, areas punteadas de despigmentacion retiniana y
lesion multinodular (26).

Estudios en poblacion mexicana

En 1983 Del Castillo y cols. (27) realizaron un estudio descriptivo a 24 pacientes en el
Instituto Nacional de Pediatria - DIF, sin estratificar por edades, en donde se report6 que 12
casos fueron esporadicos, 9 familiares y 6 con historia familiar dudosa. En estos pacientes
se utilizaron como criterios diagnosticos: lesiones dérmicas como placa fibrosa,
angiofibromas y manchas lanceoladas, con o sin crisis convulsivas, retraso metal y

calcificaciones intracraneales. En esta muestra se observé una frecuencia de



manifestaciones dérmicas similar a la reportada en la literatura mundial, de tal manera que
95% presentaron manchas lanceoladas, 75% angiofibromas, 46% placa fibrosa, 29%
fibromas ungueales. Los facomas retinianos, aunque sélo se documentaran en 6 de 13
pacientes (53%) también presentaron frecuencias similares a las ya reportadas. Las
alteraciones neurolégicas y cardiacas no pudieron ser estudiadas de manera adecuada dado
que durante el tiempo de realizacion de este estudio no se contaba con el apoyo de
tomografia axial computarizada (TAC) ni ecocardiografia. Tampoco se contaba con
estudios moleculares que permitieran el diagnostico certero de la enfermedad.

Cerveray cols. (28) realizaron un estudio descriptivo, retrospectivo parcial, observacional y
transversal durante los afios 2000 al 2001 en el Instituto Nacional de Pediatria en donde se
analizaron 35 pacientes (sin estratificarse por edades pero con una media etaria de 7 afios)
y/o sus familiares de primer grado mediante revision clinica minuciosa y estudios de
gabinete que incluian tomografia axial computada cerebral simple y contrastada,
ecocardiograma asi como ultrasonido renal, haciéndose el diagndstico a través de los
criterios establecidos por Gomez: reportandose, 25 casos de novo, un caso sugestivo de
mosaico gonadal; asi como un caso con diagndstico probable en donde el padre sélo
presentd fibromas gingivales.

En este estudio la mayoria de los pacientes con ET presentaron retraso psicomotor (RPM)
(65.7%) y manifestaciones en SNC como CC (82.9%), alteraciones de conducta y
aprendizaje. En el 54.3% de los pacientes se encontrd6 EEG alterado, tubers y nddulos
subependimarios. Las manifestaciones dérmicas mas frecuentes fueron las manchas
hipocrémicas (85.7%), los angiofibromas (63.3%) y placa de Shagreen (28.6%).

Otras manifestaciones reportadas fueron: angiomiolipomas (17.1 %), rabdomioma cardiaco
(11.4%), hamartoma de retina (8.6%), hamartoma de nervio optico (2.9%), glioma oOptico
asociado a astrocitoma optico 1 (2.9%). Los datos clinicos dermatoldgicos y de imagen
encontrados fueron similares a los reportados en la literatura mundial, a pesar de que en
este estudio no se realizé estudio molecular para establecer relacion fenotipo-genotipo se

postuld que algunos casos podrian ser ET con expresion minima.

Criterios diagndsticos



En 1908 Vogt establece la triada de crisis convulsivas, retraso mental y angiofibromas
como criterios principales para establecer el diagnéstico de Esclerosis Tuberosa.
Posteriormente en una serie de pacientes con ET, estos tres criterios fueron encontrados
solamente en 29% de los pacientes estudiados, mientras que en 6% no se documento
ninguna de estas tres manifestaciones (29).

Afos después la introduccion del ultrasonido, TAC, resonancia magnética nuclear (RMN) y
ecocardiograma permitieron descubrir nuevos signos que obligaron a cambiar los criterios
de diagndstico para esta entidad (29).

En el reporte del comité nacional de criterios diagnosticos de ET de 1992 las caracteristicas
clinicas de la enfermedad se clasificaron de acuerdo a su importancia diagndstica en
primarias (patognomonicas), secundarias (frecuentemente asociadas a ET, pero no
exclusivas de esta entidad) y terciarias que son hallazgos frecuentes en la poblacion en
general y que aportan una pequefia contribucion para el diagndstico de ET, éstas Ultimas no
se incluyeron en estos criterios (anexol) (30).

En 1992 Jozwiak evaluo la utilidad de los hallazgos clinicos y estudios de gabinete
complementarios en 52 nifios de un mes a 14 afios de edad con diagnoéstico de ET, basado
en los criterios diagndsticos del comité de la asociacion nacional de ET de 1992 (anexo 1).
En este grupo de pacientes se reporta que, las manchas hipomelanoticas, calcificaciones
periventriculares multiples con una frecuencia del 98%, asi como las crisis epilépticas en el
96% de pacientes, son los hallazgos mas frecuentes durante el primer afio de vida. La TAC
fue considerada util a cualquier edad, mientras que el ecocardiograma bidimensional se
consideré de utilidad en pacientes de 2 afios o menores. El electroencefalograma se
encontrd alterado en 90% de estos pacientes y se observo tendencia a un aumento de las
alteraciones con la edad. En esta serie se examind cuidadosamente a los padres, reportando
gue un 25% de los nifios tenian un padre afectado con ET; sin embargo en este estudio no
se evalud la sensibilidad y especificidad de los criterios utilizados en este momento como

instrumento de certeza diagnostica (30).

Roach y Gomez en 1998 publicaron otros criterios diagnosticos para ET, basados en la
frecuencia de las manifestaciones. Las caracteristicas clinicas de la enfermedad continuaron

clasificandose de acuerdo a su importancia diagnostica y frecuencia en primarias y



secundarias, eliminando de esta clasificacion las manifestaciones consideradas como
terciarias (anexo 1.1) (31).

En julio de 1998, dada la complejidad de los criterios establecidos hasta ese momento a
través de un consenso conformado por un panel de expertos se establece que el diagnéstico
de ET se integra con base en criterios mayores (signos que se consideran tienen un alto
grado de especificidad en ET) y menores (hallazgos menos especificos o de menor
categoria), sustentados en la informacion que se tenia acerca de la incidencia y curso

clinico de las manifestaciones en esta entidad (tabla 4) (32).

Tabla 4. Criterios diagndsticos vigentes para ET.

Criterios Mayores

Angiofibromas faciales o en placa en region de la frente
e Fibroma periungueal o ungueal no traumatico

e Mas de tres maculas hipomelandticas

e Placa de Shagreen

e Hamartomas multiples nodulares en retina.

e Tubers corticales

e Nodulos subependimarios

e Astrocitoma de células gigantes subependimario

e Rabdomioma cardiaco unico o maltiple

e Linfangiomatosis

e Angiomiolipoma renal

Criterios Menores

e Multiples pits distribuidos al azar en el esmalte de los dientes
e Polipos rectales hamartomatosos
e Quistes 6seos

e Alteracion de la migracion de la sustancia blanca cerebral



e Fibromas gingivales

e Hamartoma no renal

e Acromia en parche de retina

e Lesiones en confeti en piel

e Quistes renales multiples
El diagndstico definitivo se establece con la presencia de 2 criterios mayores 0 uno mayor y
dos menores, el diagnostico probable con un criterio mayor y uno menor y el posible con
cualquier criterio mayor o dos 0 mas menores (33).
En este consenso queda de manifiesto que no existen hallazgos patognomonicos en ET y se
hace mencién que bastaria el caracterizar la alteracion en el gen a través del estudio
molecular para hacer el diagndstico de certeza, sin embargo el estudio no es accesible a
nivel mundial por lo que el diagnostico a través de la combinacion de manifestaciones
clinicas continua siendo la herramienta més utilizada en esta entidad. (32)
El consenso de 1998 represent6 un gran avance para el diagnéstico de ET y aunque existen
muchos signos clinicos altamente especificos de ET, algunos de estos hallazgos aparecen
hasta la infancia tardia y adultez por lo que se considera importante tomar en cuenta la edad
de los pacientes para utilizar estos criterios, razén por la que Jozwiak en el afio 2000
estratifica a 106 nifios en grupos de 0 a 2 afios, 2 a 5 afios, 5 a 9 afios, 9 a 14 afios y 14 a 18
afios. En este estudio se observd que para el grupo de 0 a 2 afios de edad las manchas
hipomelandticas fueron el hallazgo mas constante (89.6%) que precedia la aparicion de
otras manifestaciones de ET como epilepsia y angiofibroma facial. Con frecuencia similar
se reportaron los espasmos infantiles y nédulos subependimarios. Para el grupo de 2 a 5
afios, los hallazgos méas frecuentes fueron: nodulos subependimarios (97.3%) casi tan
frecuente como las manchas hipomelandticas (95.3%) y la epilepsia (91.5%). Los
angiofibromas faciales se observaron en un 63.2%, angiomiolipomas en un 41.7%,
rabdomiomas en 21.4%, placa de Shagreen en 20.8%, hamartoma de retinaen 17.1 % vy
placa frontal en 9.3%. En el grupo de 5 a 9 afios las frecuencias de manchas
hipomelandticas, epilepsia y nddulos subependimarios son similares al anterior, sin
embargo se observa un aumento de la incidencia de angiofibromas faciales (73.6%) y
angiomiolipomas renales (73.6%) detectados por USG; también se detectaron

angiomiolipomas hepaticos en 11.1 % de los pacientes. Todos los pacientes de 9 a 14 afios



de edad presentaron nodulos subependimarios, 77.4% tuvieron angiofibroma facial, 64%
angiomiolipomas, 23.5% hamartoma hepatico y 41.2% presentaron rabdomioma cardiaco,
11.3% presentd fibroma ungueal y la incidencia de hamartoma de retina fue superior al
grupo etario anterior. El grupo de 14 a 18 afios presentd la mas alta incidencia de
manifestaciones de ET (78%). En este estudio se concluye que los clinicos deben estar
alerta de las diferentes frecuencias de las manifestaciones clinicas de acuerdo al grupo
etario de los pacientes al utilizar los criterios diagnésticos de ET (29), asi como de la
utilidad del estudio molecular de los genes TSC1 y TSC2 para el diagnostico de certeza de
los casos probables y posibles.

Casos familiares y esporadicos.
Aunque se considera que 70 a 86% de los casos con ET son por mutaciones de novo, es

probable que dada la expresividad tan variable del padecimiento exista un subdiagndstico
en padres con ET. (33)

Etiologia.

Se han identificado al menos 2 genes responsables de la ET: el gen TSC1 que se localiza en
el cromosoma 9g34 y el gen TSC2 que se encuentra en 16p13, se ha propuesto que existe
un tercer locus en 11g13 cercano al gen que codifica para el receptor de dopamina D2. De
los casos familiares con ET se ha observado que el 50% tienen ligamiento al cromosoma 9
y el 50% al cromosoma 16 (1,2).

El gen TSC1 es un gen supresor de tumor que consta de 23 exones y codifica para una
proteina de 1,164 aminoéacidos (130 kD) llamada hamartina la cual es hidrofilica, consta de
un solo dominio transmembranal de 127-144 amino&cidos y una region de 266 aminoacidos
que previene el super enrollamiento (1,19).

En el 15 a 20% de los casos esporadicos con ET se han identificado diversas mutaciones en
TSC 1: mutaciones de sentido erréneo, microdeleciones, inserciones y cambios en los sitios
de splicing; la mayoria de las mutaciones ocurren en los exones 15-21, el exon 15
representa el 16% de la region codificante, lo que explica la alta frecuencia de mutaciones
en el mismo (1, 19, 34,35) (OMIM ENTRY 191092. 2002).



El gen TSC2 consta aproximadamente de 44 Kb (31), estd compuesto de 42 exones y tiene
actividad de GTPasa para rapl y rap5. TSC2 codifica para una proteina formada por 1,807
aminoéacidos llamada tuberina; los exones 34 y 38 codifican para una regién con homologia
a proteinas activadoras de GTPasas (GAPs), que son reguladores negativos de la super
familia ras e importantes para los procesos de diferenciacion celular, modulacion de
citoesqueleto y transporte de vesiculas, por lo que se propone que también TSC2 es un gen
supresor. El transcrito de este gen se expresa ampliamente tanto en el desarrollo
embrionario como en el tejido adulto del humano (1, 2, 21, 35, 36).

Otro dominio de la tuberina incluye un "zipper" de leucina consenso, importante mediador
de interacciones proteina-proteina, incluyendo la dimerizacion.

Muchos tejidos que clinicamente no presentan manifestaciones de ET como la médula
espinal y los testiculos, expresan altos niveles de tuberina y también se ha observado una
alta expresion de la misma en el bulbo olfatorio, células precursoras de ndcleo cerebral,
células de Purkinje cerebelares, islotes de Langerhans, glandulas salivales y endotelio
vascular de pequefios vasos, sin embargo no se conocen la existencia de isoformas
diferentes que muestren expresion diferencial de acuerdo al desarrollo de tejidos
especificos.

En pacientes con ET, los tipos de mutaciones en TSC2 son similares a las reportadas en
TSC1, sin embargo para el gen TSC1 no se han reportado deleciones grandes y las
mutaciones de sentido erroneo son poco frecuentes, lo cual si se observa en TSC2 (36).
Inmediatamente y centromérico a TSC2 esté el gen PDK1 en orientacion 3'a 5', la delecion
de ambos genes se asocian con enfermedad poliquistica renal de aparicion temprana y que
progresa mas rapidamente a falla renal (21, 35).

Se ha propuesto que la hamartina y la tuberina funcionan en la misma via formando
complejos citosélicos, aungque una pequefia proporcién de ambas parece asociarse a la
membrana plasmatica. Diversas investigaciones apoyan la funcion de éstas como
supresoras de tumores; sin embargo aun no esta claro como TSC2 regula el ciclo celular
(35, 36) (OMYM ENTRY 191092. 2002).

Analisis de mutaciones en TSC1y TSC2.

En la tabla 3 se resumen las mutaciones reportadas para los dos genes de ET (21).



Tabla 3. Mutaciones caracterizadas en ET

Mutacion TSC1 (%) TSC2 (%)
Deleciones grandes 1% 1-7%
Inserciones y deleciones pequefias 45-59% 20-32%
Sin sentido 33-45% 18-24%
Del sitio de Splicing 7-9% 12-15%
Sentido erroneo 0 20-27%

Asi mismo en TSC1 se han identificado polimorfismos, aproximadamente el 30% ocurren
en intrones; 70% en exones, de los cuales 39% son conservativos y 30% causan cambios no
sindnimos de un aminoacido.

En TSC2 se han reportado polimorfismos diferentes que consisten en una delecion exoénica
de 3 pb, 2 deleciones intronicas, 23.3% en cambios sin sentido, 32.3% localizados en

regiones intronicas y 40.3% en cambios puntuales conservativos (36).

Técnicas de biologia molecular para el analisis de mutaciones.

Se han utilizado diferentes metodologias para la caracterizacién de mutaciones en los genes
TSC1 y TSC2. Una de éstas es el SSCP (Single Strand Conformational Polymorfism),
técnica por la que se pueden detectar 70-80% de las mutaciones en fragmentos de 200-400

pby 90% de las alteraciones en fragmentos menores de 200pb (34).

Correlacion genotipo-fenotipo.

Algunos autores han encontrado que pacientes con mutaciones en TSC2 presentan fenotipos
mas graves de la enfermedad en comparacion con los pacientes con mutaciones en TSC1,
sin embargo esto aun no esta demostrado (37).

Jones y cols. (35) observaron que la discapacidad intelectual fue significativamente mas
comun en los casos esporadicos que tenian mutaciones en TSC2 (67%) en comparacion a
los que presentaban mutaciones en TSC1 (31%) (p = .0145) por prueba exacta de Fisher



(Odds ratio de 4.5). En el mismo sentido en un estudio realizado en Japon (38), se observo
que en los pacientes con mutaciones en TSC2 presentaron epilepsia grave como sindrome
de West y mioclonias intratables, en comparacion a los pacientes que presentaban
mutaciones en TSC1, en quienes no se observé epilepsia y el coeficiente intelectual se
encontraba normal; cabe aclarar que estas diferencias no han sido documentadas por otros
autores.

Interesantemente Sampson y cols. (1) y por otro lado, Jones y cols. (35) observaron que en
la mayoria de los casos con enfermedad poliquistica renal de aparicion temprana, presentan
deleciones de genes contiguos: TSC2 y PDK1, mientras que el 10% de los casos tienen

otras mutaciones en este locus.

Expresividad variable y mosaicismo.

Como se ha mencionado la ET es una entidad con expresividad variable, donde puede
existir la presencia de mosaicismo gonadal y también mosaico somatico, los cuales
contribuyen a la variabilidad de las manifestaciones clinicas, haciendo mas complejo el
diagndstico.

Northup en 1993 publico tres familias con expresividad variable, en la primera el caso
indice tenia diagndstico definitivo de ET de acuerdo a los criterios de Gémez, el padre sélo
presentd quistes renales multiples, la hermana mayor sélo angiofibroma ungueal y otra
hermana Unicamente presentd quistes renales y nodulos periventriculares, los tres no
presentaron otras manifestaciones caracteristicas de ET. En la segunda familia el padre del
caso indice con ET sélo presentd un quiste renal Unico y en la tercera familia se reporta el
caso de unos gemelos monocigoticos, en donde se comprobdé cigocidad del 99.9% a través
de marcadores polimérficos, en donde s6lo uno de estos presentd manifestaciones de ET;
sin embargo, en el tiempo de realizacion de esa publicacion no se contaba con estudio
molecular (39).

Otra evidencia que ejemplifica la expresividad variable en ET, se ilustra en 6 pares de
gemelos monocigoticos en donde se observé que las manifestaciones tienden a ser
discordantes entre ellos y en ocasiones mas grave en uno que otro (39).

Langkau y cols. (40) en el afio 2002 dentro de una cohorte de 68 individuos estudiados con

ET, encontraron un caso con s6lo 3 manchas lanceoladas en donde se caracterizé la



mutacién 2105delAAAG en TSC1. La paciente tenia el antecedente de un hermano con
diagnostico confirmado de ET, sugiriendo que la expresividad variable influye en el
subdiagnostico de los casos de TSC1.

Como ejemplos de estudios en donde se ha sospechado la presencia de mosaicos
germinales estan los realizados por Jones y cols. (35), quienes identifican 2 hermanos
afectados con padres clinicamente sanos; en ambos hermanos se caracterizd la mutacion
R905W; sin embargo ésta no se documento en las células sanguineas de sus padres, por lo
que se sugirié la presencia de mosaico germinal. De igual manera Slegtenhorst y cols. (41),
reportan 4 familias con mosaico somatico y una con mosaicismo germinal en donde existen
3 hijos afectados con padres clinicamente sanos y en quienes no se encontraron mutaciones
para ambos genes en células sanguineas.

Para descartar expresién minima de la enfermedad e incluso un fenotipo muy leve en el que
el mosaicismo somatico pudiera contribuir a este o bien, la deteccion de casos de
mosaicismo gonadal, es importante la realizacién de un arbol geneal6gico completo y de un
estudio clinico y de gabinete a los familiares de primer grado de pacientes que
aparentemente son casos esporadicos.

Ali-Gali y cols. (1989) y Fryer y cols. (1990) observaron que dada la variabilidad de
expresion del gen de ET el asesoramiento a las familias muchas veces es dificil, por lo que
la realizacion de TAC cerebral simple y contrastada en los padres de pacientes puede ser
uatil para detectar la presencia de tubers, independientemente de que cuenten con una
evaluacion clinica completa en la que no se encuentren datos que nos hagan sospechar el
diagnostico. Otros autores han sugerido la realizacion de resonancia magnética (IRM),
ademas de la TAC simple y contrastada; USG renal y hepético asi como ecocardiograma en
los progenitores de los pacientes con ET.

Se ha visto que las radiografias de huesos largos, una exploracion oftalmoldgica minuciosa
y la busqueda de alteraciones en el esmalte de los dientes no han sido de gran utilidad en la
deteccion de padres con expresion minima de la enfermedad, siendo mas util la realizacion
de los estudios antes mencionados asi como estudio molecular; ayudando a establecer con

mayor certeza los casos esporadicos y familiares (3, 42).



Consideraciones éticas.

Los estudios de gabinete se realizaron de acuerdo al abordaje requerido para esta
enfermedad, se solicitd el consentimiento informado de los padres de pacientes que
cumplieron con los criterios de inclusion; para obtener 5 ml de sangre venosa para la
extraccion de DNA y posterior analisis, situacion que represent6 un riesgo minimo para el
paciente.

La informacion de identidad y personal es manejada en forma confidencial siguiendo la
normas establecidas por la declaracion de Helsinki, Buenas Practicas Médicas y ELSI
(Ethic Legal and Social Issues). Se brind6 asesoramiento genético de acuerdo a resultados

en todos los casos con estudio molecular positivo para alguna mutacion.



Objetivo General.

Conocer la utilidad del estudio molecular de los genes TSC1 y TSC2 para el diagnostico de
certeza de Esclerosis Tuberosa en pacientes con diagndéstico clinico de ET que acuden al

Instituto Nacional de Pediatria.

Objetivos especificos.

1. Clasificar a los pacientes con manifestaciones de Esclerosis Tuberosa en diagndstico
definitivo, probable y posible de acuerdo a los criterios de 1998.

2. Caracterizar las mutaciones y polimorfismos de 15 exones del gen TSC2 y su frecuencia

en pacientes con diagnostico clinico definitivo, probable o posible de ET.

3. Caracterizar las mutaciones en el gen TSC2 y su frecuencia en los padres de

casos indices con mutacion identificada.
4. Contribuir para el establecimiento de la utilidad diagnostica del estudio molecular en

pacientes con ET en comparacién con los criterios diagnosticos establecidos por un panel

de expertos en la conferencia consenso de 1998.

Hipotesis

1. En los casos considerados por clinica como definitivos se identifican mutaciones en

TSC2 con una frecuencia del 80% a través de la metodologia de SSCP.

2. Existen casos considerados por clinica como probables o posibles con mutaciones en
TSC2.

3. Existen familias con expresion minima en alguno de los padres en donde se caractericen

mutaciones en TSC2.



4. La sensibilidad, especificidad y exactitud de los criterios diagnosticos de la conferencia
consenso de 1998 para el diagndstico de los casos probables y posibles se incrementa al

utilizar el estudio molecular.

Justificacion

La ET es la segunda facomatosis hereditaria mas frecuente. En México no se conoce la
frecuencia real de ésta entidad. Se piensa que existe un subdiagnéstico dada la expresividad
variable de la enfermedad ya que el diagndstico se basa en criterios clinicos apoyados
unicamente con estudios de gabinete por lo que en ciertos casos es dificil poder clasificarlos
en diagnostico definitivo, probable o posible ante la presencia de una sola manifestacion y
la falta de estudios moleculares que confirmen la sospecha diagndstica, lo que repercute en
no poder brindar a las familias afectadas un asesoramiento genético de certeza.
Actualmente con el diagndstico molecular es posible caracterizar y conocer las mutaciones
en los genes responsables de esta enfermedad (TSC1 y TSC2). Esta es una herramienta
capaz de realizar el diagnostico certero y temprano, incluso en casos en donde la
sintomatologia no es concluyente.

Por otra parte tampoco existen a nivel mundial estudios que evalten la utilidad de los
criterios establecidos por la conferencia consenso de 1998 y las implicaciones que sobre
estos tienen los estudios de biologia molecular para establecer un diagndstico mas acertado.
Actualmente en el Departamento de Genética Humana del Instituto Nacional de Pediatria se
cuenta con las herramientas y la infraestructura necesaria para realizar el diagnostico
molecular de esta entidad.

La realizacion del presente estudio pretende contribuir al conocimiento de la utilidad de los
estudios de biologia molecular como apoyo de los criterios diagnosticos de ET en la
reclasificacion de los casos probables y posibles, ofrecer un diagnéstico de certeza que
determinard un mejor asesoramiento genético, deteccion temprana de pacientes con ET y
definir con certeza si son casos Unicos o familiares mediante estudio molecular en padres.

Asimismo permitira delinear caracteristicas fenotipicas asociadas al genotipo especifico.



MATERIAL Y METODOS
Tipo de estudio.

Observacional, ambispectivo, transversal, comparativo, de evaluacion de prueba

diagnostica traslacional orientado por paciente.

Poblacién objetivo
Pacientes con Esclerosis Tuberosa que acuden al INP.
Poblacion elegible

Casos con ET definitivos, probables y posibles asi como sus padres, diagnosticados entre

los afios de 2001 y 2006 en el Instituto Nacional de Pediatria

El estudio se lleva a cabo en el Departamento de Genética Humana del Instituto Nacional

de Pediatria con un disefio descriptivo, ambispectivo, observacional y transversal.

Se incluyeron 53 pacientes con diagnostico definitivo, probable o posible de ET captados a
través de la consulta externa del INP. Para todos los casos y sus padres, se analizaron los
arboles genealdgicos en busca de datos que sugirieran casos esporadicos vs. familiares o de
mosaicismo gonadal. Se realiz6 exploracién clinica asi como estudios de USG renal, TAC
de craneo, ecocardiograma y valoraciones por los servicios de oftalmologia, estomatologia,
neurologia y dermatologia. De acuerdo a los nuevos hallazgos, tanto casos indice como sus
padres, se reclasificaron en definitivos, probables y posibles de acuerdo a los criterios de la
conferencia consenso de 1998 y se clasificaron en casos familiares aquellos en que alguno
de los padres reuniera criterios clinicos y/o de gabinete para el diagnoéstico.

Se buscaron en los casos indices definitivos, probables y posibles, mutaciones en 15 exones
del gen TSC2 por la técnica de SSCP (polimorfismo conformacional de ADN de cadena
sencilla) y secuenciacion con la finalidad de identificar la mutacién o polimorfismo
presente.

Se reclasificaron en definitivos, los casos probables y posibles en donde se caracterizé la
mutacion en alguno de los 15 exones del gen TSC2. Se busco la mutacion de manera
intencionada en los padres de los casos indice con mutacién identificada en alguno de los

15 exones del gen TSC2. Asimismo se clasificaron en esporadicos o familiares por



diagnostico clinico y/o caracterizacion de una mutacion en alguno de los 15 exones de
TSC2.
Se brindd asesoramiento genético de certeza a los familiares de acuerdo a los resultados.

Criterios de inclusion

Paciente con diagndstico de ET, definitivo probable y posible con muestra de DNA, ambos

géneros, de 0-18 afios, con expediente activo en el INP y sus padres.

Criterios de exclusion

Padres no bioldgicos de pacientes con ET.

Definicion de las variables

Se analizaran las siguientes variables:

e Variable Tipo
e Sexo Cualitativa, categdrica nominal dicotomica
e Edad Cuantitativa numérica discreta

e Las manifestaciones clinicas por aparatos y sistemas enunciadas a continuacion
estdn definidas en los antecedentes, se analizaran como variables cualitativa,

categorica nominal dicotomicas 1) si = presente, O) no =ausente:

Sistema nervioso:

e Crisis convulsivas
e Retraso mental

e Trastornos de conducta



Identificadas por Tomografia Axial Computarizada de craneo:

e Tubers corticales
e Astrocitoma
e Alteraciones de sustancia blanca

e Nodulos subependimarios

Oftalmoldgico:

e Hamartoma de retina

e Astrocitoma

e Angiofibromas
e Manchas hipomelandticas
e Placa de Shagreen

e Fibromas ungueales
Cavidad Oral

e Pits dentarios

e Fibromas gingivales

e Alteraciones de esmalte

Gastrointestinal

e Hamartoma hepético

Renal



e Angiomiolipomas

e Quistes

Cardiaco

e Rabdomioma

La presencia o ausencia de mutaciones en uno de los 15 exones analizados del gen TSC2 se

analizard como variables dicotdmicas.

Descripcion del estudio

Se captaron a todos los pacientes con ET a través de los expedientes en archivo clinico y
todos los pacientes que se diagnosticaron en la consulta externa de los servicios
participantes del INP. Para todos los casos y sus padres, se realizé exploracion clinica, USG
renal, TAC de craneo, valoraciones por los servicios de oftalmologia, estomatologia,
neurologia y dermatologia, asi como ecocardiograma, éste Ultimo solo a los casos indice. Se
realizd la clasificacion diagnostica en casos definitivos, probables o posibles de acuerdo a
los criterios internacionales establecidos en la conferencia consenso de 1998.

Se analizaron los arboles genealdgicos de todos los casos indices en busca de datos que
sugieran casos esporadicos vs. familiares o mosaicismo gonadal (anexo 3).

Se tom6 una muestra de sangre periférica de 5 ml a todos los casos indice con diagndstico
definitivo, probable o posible de ET y a sus familiares de primer grado, para la extraccion
de DNA mediante la técnica de extraccion de DNA a partir de linfocitos obtenidos de
sangre periférica, utilizando la técnica de precipitacion salina y almacenandose en tubos
Ependorff a 4 grados centigrados (43).

Se buscaron mutaciones en el gen TSC2 en los casos indice por la técnica de SSCP (Single
Strand Conformational Polymorfism o polimorfismo conformacional de cadena sencilla)
utilizando las siguientes técnicas (43, 44): La amplificacion por PCR de secuencias exon -

especificas de 15 exones del gen TSC2 se realiz6 con oligonucleétidos que funcionan como



cebadores mediante ciclos repetidos de desnaturalizacion, alineacién y extension, a través
de un termociclador (Perkin Elmer; Gene Amp 9600) siguiendo un programa de 30 ciclos,
donde las temperaturas dependen de la secuencia de los oligonucleétidos empleados. La
secuencia de los primers se obtuvo de la base de datos www.cardiffroterdamdatabase.com
(anexo 4). La mezcla para la reaccion se compone de 1 pl de primers, 0.2 ul de Taq
polimerasa, 1.5 pl de buffer, 1.5 ul de MgCl,, 1 pl de NTP's y 1 pul de DNA obtenido del
paciente (43). A los exones del gen TSC2 previamente amplificados por PCR se les realizo
SSCP, para lo que se agregaron 5 pl del producto de la reaccién en 5ul de una solucién con
Urea y se desnaturalizaron por 8 min. a 94°C. Los productos se corren por electroforesis
durante 17 horas a 300 voltios en geles verticales no desnaturalizantes preparados con 20
ml de MDE, 4ml de TBE 10X y 1800 Ul de persulfato de amonio, mas 40 Ul de TEMED
como catalizadores; finalmente los geles se analizan con tincién de plata (44).

Las muestras que presentaron cambios de migracién electroforética o un patrén anormal de
migracion a través del gel por SSCP, fueron secuenciadas a partir de los productos de PCR
con la finalidad de identificar la mutacion o polimorfismo presente.

La secuenciacion se realizé directamente en un secuenciador automatico a partir de DNA
de una sola cadena obtenido por PCR asimétrico (45). Se analiz6 el DNA de los padres de
los casos indice con mutacion identificada en alguno de los 15 exones del gen TSC2, en
busca de la misma mutacion.

Con los resultados del analisis molecular, se reclasificaron como definitivos a los pacientes
probables y posibles en los que se caracterizo la mutacién, asi como a los casos esporadicos
en familiares, en los casos donde se encontrd la mutacion en alguno de los padres.

Se brindd asesoramiento genético a los familiares de acuerdo a los resultados.

Los datos se incluyeron en una base expresamente elaborada para este fin en el programa
SPSS versién 10.0 para su analisis al concluir el estudio molecular de todos los exones de
ambos genes.

Tamaio de la muestra.

Se incluyeron 53 casos diagnosticados clinicamente hasta el momento como definitivos,

probables o posibles y sus padres.



Analisis estadistico.

El anélisis estadistico se realizara al concluir el andlisis de todos los exones de ambos
genes, utilizando una base de datos creada en el software SPSS version 10.0. Por medio de
estadistica parametrica para las variables cuantitativas si existe distribucion normal o
Gaussiana, los resultados se presentaran por medio de promedio y desviacién estandar. Para
los datos cuantitativos que no presenten distribucién Gaussiana se utilizaran medidas de
tendencia central: media, mediana y moda.

Para la comparacion entre los datos clinicos cualitativos de los subgrupos con respecto al
tipo de diagnostico (casos definitivos, probables y posibles de ET) se utilizaran tablas de Xi

cuadrada para un nivel de confianza de 0.05.



Resultados

Previa aceptacion de los comités de ética e investigacion del Instituto Nacional de Pediatria, se
estudiaron 53 casos indice y familiares en primer grado que aceptaron por consentimiento
informado ser parte del estudio.

Las caracteristicas generales de los 53 pacientes fueron determinadas en consulta por clinica y
gabinete de acuerdo con los criterios diagndsticos actuales de la conferencia consenso sobre ET
de 1998. De los 53 pacientes, veinticinco son femeninos y 28 masculinos que representan el
47.17% vy 52.83% respectivamente, con una edad promedio de 8.11 afios.

La revision clinica e interrogatorio incluia la busqueda de datos compatibles con crisis
convulsivas, detencién del desarrollo y/o alteraciones de conducta. La exploracion fisica
determiné la presencia o ausencia de manifestaciones en piel y anexos que se muestran en la
Tabla 1. Todos los pacientes fueron revisados por el servicio de estomatologia para determinar la

presencia de fibromas gingivales y/o pits dentales.

Tabla 1. Manifestaciones en piel y anexos de casos indice

Manifestacion Casos indice afectados Porcentaje (n=53)
Manchas hipocromicas 48 90.5%
Angiofibromas 40 75.4%
Placa de Shagreen 19 35.8%
Fibromas ungueales 5 9.43%
Fibromas gingivales 5 9.43%
Pits dentales 8 15.09%

Todos los pacientes fueron enviados a valoracion oftalmoldgica, 48 de ellos acudieron a la
valoracion obteniendo los resultados que se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Manifestaciones Oftalmoldgicas en casos indice

Casos indice
Manifestacion afectados Porcentaje (n = 48)
Hamartomas multiples 4 8.3%
Manchas acromicas en retina 4 8.3%
Glioma optico asociado a 0 0
astrocitoma del nervio Gptico
Total de casos con

manifestacion ocular 8 16.6%
Normales 40 83.3%




La presencia de hamartomas y manchas acromicas en retina fueron de presentacion
independiente, haciendo un total de 8 pacientes afectados con manifestaciones oftalmoldgicas
(16.6%).

Los estudios de gabinete (Tabla 3) se realizaron con el objetivo de detectar hamartomas en
diferentes organos: tubers corticales, nddulos subependimarios y astrocitomas subependimarios
de células gigantes en sistema nervioso central (Tabla 4), angiomiolipomas renales y/o
rabdomiomas intracardiacos.

Tabla 3. Estudios de gabinete realizados en los casos indice.

Numero Tomografia Ultrasonido Eco
de Casos Axial Renal cardiograma
Computarizada
/IRM
53 53 (53%) 53 (100%) | 49 (92.45%)

Manifestaciones en Sistema Nervioso Central

Tabla 4. Alteraciones en Sistema Nervioso Central

Manifestacion en SNC Casos indice Porcentaje de
n=53 afectados (%)
Tubers Corticales 27 51
Nodulos subependimarios 47 88.6
Astrocitoma de células gigantes 0 0
Alteracion en sustancia blanca 5 29.41
(RMN n=17)
Neuroimagen normal 3 5.6

Cuarenta y tres pacientes presentaban crisis convulsivas (81.13%), treinta y cinco con algln
grado de detencion del desarrollo psicomotor (66%) y veintinueve (54.7%) presentaron

alteraciones de conducta.

Manifestaciones renales
Se realizé ultrasonido renal al 100% de los probandos, encontrando que 14 pacientes (26.41%)

presentaban angiomiolipomas. La edad de los pacientes al momento del diagndstico de los
angiomiolipomas, oscil6 entre los 5 y 20 afios de edad con una media de 10.5 afios. De los 14
pacientes con angiomiolipomas dos presentaron ademas, poliquistosis renal. Dos probandos la
presentaron sin angiomiolipomas, haciendo un total de 4 pacientes con poliquistosis renal
(7.69%).



Manifestaciones Cardiovasculares

Se realiz6 ecocardiograma a 49 de los 53 casos indice, 20 pacientes presentaron rabdomioma
intracardiaco (40%). La edad promedio al momento del diagnostico fue 5.9 afios. No se
reportaron cardiopatias congénitas agregadas.
Posterior a las revisiones clinica y de gabinete, 52 pacientes contaron con criterios para el
diagnostico definitivo de ET y s6lo un paciente contaba con diagnéstico posible por presencia de
un criterio mayor y uno menor. 96.2% de los pacientes incluidos en este estudio presentaron méas
de dos criterios mayores al momento del diagnostico. Asimismo veinticinco de los 53 probandos
(47.16%) presentaron ademas, criterios diagnosticos menores. La edad promedio al momento del
diagndstico fue 8.11 afios.

Se revisaron clinica y radiol6gicamente a los familiares en primer grado de los casos indice

(Tabla 5).

Tabla 5. Familiares estudiados por clinica y gabinete

Parentesco | NUumero | Valoracion | Tomografia | Ultrasonido | Ecocardiograma
de Casos clinica Axial Renal
completa | Computarizada
/IRM
Mama 53 45 39 42 15
(84.9%) (73.58%) (79.24%) (28.30%)
Hermanos 33 33 4 4 3
(100%) (12.12%) (12.12%) (9.09%)
Papa 53 33 31 29 10
(62.26%) (58.49%) (54.71%) (18.86%)

Se obtuvo un total de 10 casos familiares por la presencia de mas de un individuo con diagnostico
definitivo de ET, lo que representa un 18.8% del total de familias estudiadas. Cinco casos se
asignaron como probables casos familiares por la presencia de otro individuo con criterios para
diagnostico posible, representando el 11.6% de los casos. Treinta y ocho casos (71.6%) se
clasificaron como de novo por ausencia de criterios diagndésticos clinicos y de gabinete para la
enfermedad en ambos padres y hermanos.

Uno de los casos familiares se considerd originado por mosaicismo gonadal, ya que hay 2 hijos
con diagnostico definitivo y posible de ET respectivamente y ambos padres no cuentan con

criterios clinicos o de gabinete para diagndéstico de ET.



Manifestaciones de familiares en primer grado

Se revisaron 45 madres (84.9%), con una edad promedio de 32.7 afios. Seis con diagnostico
definitivo de ET, una con diagndstico posible y 38 sin criterios clinicos o por gabinete para el
diagnostico de ET. De las seis que cuentan con diagndstico de ET, cinco sabian previamente el
diagnostico y so6lo en una de ellas se realizd el diagnostico después de la revision clinica y de
gabinete, al encontrar lesiones compatibles con angiofibromas y por ultrasonido renal, imagenes
que corresponden a angiomiolipomas, reuniendo 2 criterios mayores para el diagndstico
definitivo de ET. La madre con diagnéstico posible se determind por la presencia de un tuber
subependimario, el cual se considera 1 criterio mayor.

Se estudiaron 33 padres (62.2%) con una edad promedio de 34.6 afios. Tres con diagnostico
definitivo, 2 con diagnostico probable (uno de ellos con angiomiolipomas y el segundo presenta
un tuber y manchas en confetti), 1 con diagnostico posible por la presencia de 2 criterios menores
(pits dentales y fibromas gingivales) y 27 sin criterios clinicos o por gabinete para el diagnostico
de ET. De los 3 afectados con diagnostico definitivo, sélo uno conocia previamente el
diagnostico por la presencia de angiofibromas faciales, manchas hipocrémicas, tubers, nédulos
subependimarios y crisis convulsivas. Uno de los padres en los que se realizd el diagndstico
definitivo posterior a la revision clinica y de gabinete completas esta en seguimiento médico por
crisis convulsivas. A la exploracidn fisica se le encontraron manchas hipocrémicas en patron de
confetti y la TAC cerebral mostré la presencia de nddulos subependimarios y tubers corticales,
con lo que se logro reunir 2 criterios mayores y 1 menor haciendo el diagnostico definitivo de
ET. El tercer padre afectado reunié dos criterios mayores solo posterior a la realizacion de los
estudios de gabinete ya que la TAC revel6 la presencia de tubers corticales y por ultrasonido
renal se demostro la presencia de angiomiolipomas renales. A la exploracidn fisica dirigida no se
observaron manifestaciones asociadas a ET.

Cuatro de los familiares en primer grado con diagndstico definitivo presentaron angiomiolipomas
(40%) destacando que 3 de los 4 corresponden al sexo femenino (madres) con una media de edad
de 30 afios. No se encontrd poliquistosis en familiares afectados con ET que fueron estudiados
por ultrasonido renal.

Se identific6 a una mama y un papa, no relacionados entre si, que presentan pits dentales
maultiples (criterio menor de ET), como manifestacion Unica. Esta caracteristica puede presentarse

de manera normal en personas adultas sin ET.



Treinta y tres hermanos fueron revisados, 29 clinicamente sanos, 3 con diagnostico definitivo de

ET y uno con diagnostico posible. Sélo la hermana afectada con ET de un caso indice, presentd

rabdomioma.

Tabla 9. Manifestaciones clinicas y de gabinete de las 6 madres con diagnostico definitivo de

ET divididos en criterios mayores y menores.

Manifestacion Paciente | Paciente | Paciente | Paciente | Paciente | Paciente
Criterios Mayores 1 2 3 4 5* 6
Angiofibromas + + + + + +
Placa frontal - - - - - -
Fibromas + + - + - +
periungueales
Tres 0 mas manchas + + + + - -
acronicas
Placa de Shagreen - + - + - +
Hamartomas de - - - - - -
retina
Tuber cortical + + + - - -
Nédulos - + + - - -
subependimarios
Astrocitoma - - - - - -
Rabdomioma SE SE SE SE SE SE
Angiomiolipoma + - + + + -
Criterios Menores
Pits dentales - - - + - -

multiples

Alteracion de
migracion neuronal

Fibromas gingivales

Manchas acrémicas
en retina

Manchas en
Confetti

Poliquistosis renal

* Nuevo Diagnostico: previamente considerada sana. Presente (+), Ausente (-), No se realizé

estudio (SE)




Tabla 10. Manifestaciones clinicas y de gabinete en los padres con diagndstico definitivo de

ET divididos en criterios mayores y menores

Manifestacion 1 2 3
Criterios Mayores
Angiofibromas - - +

Placa frontal - - -

Fibromas periungueales - - -

Tres 0 mas manchas acronicas - - +

Placa de Shagreen - - -

Hamartomas de retina - - -

Tuber cortical + + +
Nodulos subependimarios - + +
Astrocitoma - - -
Rabdomioma - SE SE
Angiomiolipoma + - -

Criterios Menores

Pits dentales multiples - - -

Alteracion de migracion neuronal - - -

Fibromas gingivales - - -

Manchas acrémicas en retina - - -

Manchas en Confetti - + -

Poliquistosis renal - - -

Presente (+), Ausente (-), No se realizé estudio (SE)

Analisis Molecular de 15 exones del gen TSC2

Previa extraccion de ADN mediante precipitacion salina, el andlisis molecular se inici6 con la
amplificacion por PCR (Polymerase Chain Reaction) de cada uno de los 15 exones, bajo las
condiciones y oligonucledtidos especificos para cada exdn descritos en la literatura (ANEXO).
Los productos de PCR fueron sometidos a escrutinio de mutaciones a través de la técnica SSCP
(Single Strand Conformational Polymorfism). Los productos de PCR que mostraron diferencias
en la migracién de sus bandas en el gel de poliacrilamida de la técnica de SSCP, fueron
purificados y sometidos a secuenciacion bidireccional para caracterizacion de mutaciones o
polimorfismos. Se establecié la diferencia entre polimorfismos y mutaciones patoldgicas

consultando la base de datos actualizada en www.chromium.liacs.nl/lovd/.

Se caracterizd la mutacion responsable en 6 casos indice (Tabla 11). Dos de las mutaciones
encontradas se conocen como mutaciones sin sentido que producen codones de terminacién

prematura (casos 5 y 6), en otros dos de los casos (1 y 2) se caracterizaron mutaciones que



producen cambios en el marco de lectura, en estos casos, las mutaciones dan como resultado una
proteina trunca o incompleta. Las mutaciones de los casos 3 y 4 son mutaciones puntuales de
sentido erréneo que producen durante la traduccion un cambio de aminodcido, efecto conocido
como cambio no sinénimo que afecta la conformacion y funcién de la proteina. Dos de las
mutaciones encontradas (Casos 1 y 2) no estan reportadas en la literatura. No se identificaron

polimorfismos en los 15 exones de los 53 casos indice analizados.

Tabla 11. Mutaciones encontradas en el gen TSC2 en siete pacientes con diagnostico

definitivo, probable o posible de ET.

Caso/ Reportada | Cambio a nivel Cambio anivelde | Tipode | Exdn
Diagnostico de nuclettido coddn mutacion
1 No C.(4494 _4496)insT | p.Vall500ArgfsX23 | Cambio 34
Definitivo del marco

p.V1500RfsX23 de lectura

2 No €.4560delG p.Asn1522MetfsX56 | Cambio 34
Definitivo del marco
de lectura

p.N1522MfsX56

3 Si c.1831C>T p.Arg611Trp Sentido | 16*
Definitivo erroneo
p.R611W
4 Si c.1832G>A p.Arg611Gin Sentido 16
Posible erroneo
p.R611Q
5 Si c.4620C>A p.Tyr1540X Sin 35
Definitivo Sentido
p.Y154X
Si
6y 7* €.3624G>A p.Trp1208X Sin 30
Definitivo y Sentido
Posible p.W1208X

* Hermanos afectados por mosaico germinal. & Imagenes 1,2y 3



Carril 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Figura 1. Amplificacion por PCR del exon 16. En el carril 1 se observan las bandas
correspondientes del marcador de peso molecular. De los carriles 2 al 15 se observa una
banda de 255 pares de bases, acorde al peso molecular esperado para éste exon.

Carril 1 2 3 4 5
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Figura 2. Amplificacion por PCR del exon 35. En el carril 1 se observan las bandas
correspondientes del marcador de peso molecular. De los carriles 2 al 5 se observa una
banda de 232 pares de bases, acorde al peso molecular esperado para éste exon.



Figura 3. SSCP del exon 16 del caso 3, la flecha indica un patrén de migracion anormal en
el caso indice, lo cual no se observa en los carriles correspondientes a los padres y
hermanos, lo que indica que es una mutacion de novo.



Figura 4. SSCP del exdn 35 del caso 5, la flecha indica el patrén de migracion anormal en el
caso indice, lo cual no se observa en los carriles correspondientes a los padres, lo que
sugiere mutacion de novo.
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Figura 5. Secuenciacion del producto de PCR purificado del exon 16 del caso 3, la flecha
indica el cambio C>T en la posicién 1831 del gen TSC2.
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Figura 6. Secuenciacion del producto de PCR purificado del exdn 35 del caso 5, la flecha
indica el cambio C>A en la posicion 4620 del gen TSC2.
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Se realiz6 analisis molecular en los padres de los pacientes con mutacion caracterizada para
determinar si alguno de los padres era portador. En los casos 1, 2, 3, 4 y 5 no se demostro la
presencia de mutacion en los padres 0 hermanos, por lo que se consideraron casos esporadicos o
de novo. Los casos 6 y 7 se clasificaron como caso familiar por mosaico germinal ya que ambos
pacientes presentan la misma mutacion (Fig. 8) pero ausencia de ésta mutacion en ADN extraido

de sangre periférica de los padres (Fig.7).

Figura 7. SSCP del exdén 30. Casos 6 y 7: Migracion anormal de las bandas. Observe la
normalidad de la migracién de las bandas del producto de PCR en los padres, clinica y por
gabinete sanos, lo que sugiere que alguno de los padres es portador de la mutacion en linea
germinal.
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Figura 8. Secuenciacién del ADN de los casos 6 y 7 donde se evidencia la mutacion
€.3624G>A.
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Correlacion clinica- molecular

Las caracteristicas clinicas asociadas con cada mutacion en los probandos se muestran en la tabla
12. La mayoria de los pacientes fueron casos esporadicos, presentaron crisis convulsivas, retraso
del desarrollo, manchas hipocrémicas y tubers cerebrales, tal como se describe en la literatura
mundial.

Los casos originados por mosaico germinal son producto de una pareja sana no consanguinea
GIHI/1 PII Al originarios de Michoacan. El caso indice (masculino) por el que se estudio la
familia es la GllII, inici6 con retraso del desarrollo y epilepsia mixta corroborada por
electroenecefalograma. Se le realizd6 TAC cerebral encontrando calcificaciones periventriculares
y subependimarias, asi como tubers corticales parieto - occipitales derechos por lo que es enviado

a valoracion por la clinica de genética encontrando un fibroma ungueal en 5° dedo de pie
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izquierdo como Unico dato en la exploracion fisica. En el seguimiento clinico y radiolégico se
detectaron angiomiolipomas renales 9 afios después del inicio del padecimiento. Su hermana fue
estudiada 1 afio después por manchas hipocromicas. Se realizaron todos los estudios de gabinete

complementarios, sin evidencia de otras lesiones asociadas a ET.

Tabla 12. Datos clinicos al ingreso de los pacientes con mutacion caracterizada en el gen

TSC2.

Caso
1 2 3 4 5 6 7*
Caracteristicas
Diagnostico Def Def Def Posible Def Def Posible
clinico al ingreso
Familiar o E E E E E F F
Esporadico
Edad 8a 6/12 8a la7/12 5a 7a 7a 8a
Sexo M F F M F M F
Crisis
Convulsivas + + - + + + -
Retraso del
desarrollo + + - + + + -
Manifestacion Tubers | Tubers | Tubers - NS Tubers -
en SNC NS NS NS
Angiomiolipoma
renal + - - - - - -
Rabdomioma
cardiaco - + + - - - -
Manchas
hipocrémicas + + + + - - +
Angiofibromas
faciales + + - - + - -
Placa de
Shagreen + + - - - - -
Fibromas
Ungueales - - - - - - -

Def: Definitivo, E: Esporadico, F: Familiar, M: Masculino, F: Femenino, (+)

Ausente, NS: Nodulos subependimarios. * Hermana de caso indice nimero 6.

Presente, (-)



Discusion

Hasta dos terceras partes de los afectados con ET, son hijos de padres sanos resultado de
mutaciones de novo, lo que se conoce como casos esporadicos, situacion que en este trabajo
preliminar corresponde al 71.6% de los casos.

Se dice que en la mayoria de los individuos afectados, es posible hacer el diagnostico
definitivo a través de la historia familiar, exploracion fisica y estudios de gabinete especificos
como se pudo observar en cincuenta y dos de los 53 casos indice analizados para este trabajo, ya
que al ingreso contaron con criterios suficientes para el diagnéstico definitivo de ET. Respecto a
la evaluacion de los familiares en primer grado, el identificar una mama y dos padres con
diagndstico de ET después de la historia clinica, exploracién fisica y estudios de gabinete;
confirma que el estudio en familiares de primer grado debe ser completo ya que incluso uno de
los padres no mostraba manifestaciones clinicas de ET pero el diagnostico fue definitivo al
observar alteraciones en los estudios de gabinete, quedando evidente la necesidad y utilidad de
realizar el abordaje clinico integral cuando se trata de una enfermedad autosémica dominante con
las caracteristicas que hemos mencionado, ya que ademas de permitir identificar el diagnostico en
alguno de los padres e integrar casos familiares como ocurrié en éste trabajo, puede ayudarnos a
plantear la posibilidad de ET por mosaico gonadal.

Habré casos en los que la suma de las evaluaciones no integren un diagnostico definitivo y
quedaran como probables o posibles y en los que el estudio molecular permitira definir y
establecer su riesgo a partir de un estatus genético certero, situacidn que ocurrio en 2 de los casos
del presente trabajo. Uno de éstos casos corresponde al caso indice 4, que se consideraba como
posible por la presencia s6lo de manchas hipocrémicas, pero al demostrarse una mutacion en el
gen TSC2, se realiz6 el diagnostico definitivo, haciendo posible el brindar un asesoramiento
genético certero. Asimismo se mantendra en vigilancia clinica, dado que es factible que presente
otras manifestaciones de ET que se conocen, ocurren a mayor edad. A este respecto, debe tenerse
en cuenta que la edad puede ser un factor que modifique los resultados de la evaluacion clinica
integral inicial y por lo tanto la clasificacion de un paciente en ET probable o posible e incluso
como sano al no integrar datos clinicos y/o de gabinete. El segundo caso (6) se trata de 2
hermanos en los que se caracterizd la misma mutacion en ambos, pero ausencia de ésta en DNA

extraido de sangre periférica de ambos padres, permitiendo establecer la posibilidad de
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mosaicismo germinal, situacion que apoya la utilidad del estudio molecular como herramienta
fundamental para el asesoramiento genético certero.

Ademas, dado que no existe una correlacion certera genotipo-fenotipo, puede darse la
situacion en que un individuo con ET por una mutacion determinada con manifestaciones leves,
pueda tener un hijo con manifestaciones diferentes, de mayor o menor severidad, con la misma
mutacion; situacion que puede modificar las conductas reproductivas al otorgar el asesoramiento
genético. Asimismo se debe recordar que algunas caracteristicas presentes en ET pueden ocurrir
de manera aislada en la poblacion general. En el presente trabajo se identificaron dos casos no
relacionados entre si, donde uno de los padres presentaron pits dentales, situacion que por el
momento no es factible proponer como hallazgo menor relacionado a ET, que pueda tomarse
como criterio menor, como sucede en otras patologias genéticas como la neurofibromatosis, dado
que en estos individuos no se ha confirmado el diagnéstico por estudio molecular.

Se han descrito varias estrategias de escrutinio de mutaciones en la literatura, sin embargo
el indice de deteccidn no supera al 85%. Aunque en este trabajo preliminar, sélo se analizaron 15
exones del gen TSC2, identificamos la mutacion en 6 casos, lo que representa el 11.3% de
nuestra poblacion, lo cual sugiere que la metodologia empleada en este trabajo para la
identificacion de mutaciones esta siendo efectiva, sin embargo, se debe concluir el andlisis de
todo el gen para determinar el porcentaje de casos con mutacion caracterizada y analizar si esta
acorde con lo descrito en la literatura o no.

Con relacion a las mutaciones caracterizadas en el presente estudio, dos de las mutaciones
encontradas se conocen como mutaciones sin sentido que producen codones de terminacion
prematura (casos 5y 6). En los casos 1 y 2 se caracterizaron mutaciones que producen cambios
en el marco de lectura, en estos casos, las mutaciones dan como resultado una proteina trunca o
incompleta. Las mutaciones de los casos 3 y 4 son mutaciones puntuales de sentido erréneo que
producen durante la traduccion un cambio de aminoacido, efecto conocido como cambio no
sinénimo que afecta la conformacion y funcion de la proteina, todo lo anterior, acorde a lo
descrito en la literatura. Dos de las mutaciones encontradas (Casos 1 y 2) no estan reportadas
previamente; por lo que esperamos identificar un mayor nimero de pacientes con mutaciones no
reportadas, dada la heterogeneidad alélica descrita en Esclerosis Tuberosa.

Es importante recalcar que el diagnostico molecular, no excluye la busqueda intencional

de alteraciones asociadas a ET, ya que la valoracion clinica integral inicial tanto del paciente
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como de sus familiares en primer grado, apoya o integra el diagnostico y el seguimiento, con la
finalidad de definir un manejo oportuno con base en la evidencia de la utilidad de los estudios de
laboratorio y gabinete para el diagnostico y prevencion de las complicaciones particulares a cada
hallazgo.

Es entonces la combinacion del abordaje y descripcion clinica, mas el analisis molecular
lo que permite un abordaje Optimo de ésta y otras patologias, ya que establece un diagnéstico
certero, permite un seguimiento estrecho y objetivo con posibilidad de oportunidades terapéuticas

y/o de prevencidn asi como la pauta del asesoramiento genético.
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ANEXO 1
Criterios diagnosticos para ET 1992 Roach y cols. J Child Neuro11992: 7: 221-224.

Primarios

Tubers corticales confirmado por examen patoldgico

Nodulos subependimarios multiples ¢ astrocitoma de células gigantes confirmados por
histologia

Calcificaciones subependimarias multiples, protruyentes dentro del ventriculo Evidenciadas
por imagen.

Multiples astrocitomas de retina

Adenoma sebaceo-angiofibroma de piel

Fibromas ungueales ¢ periungueales maltiples

Secundarios

Hacen el diagndstico.

Linfangiomatosis pulmonar confirmada por histologia
Angiomiolipoma renal confirmado por histologia o radiologia

Quiste renal confirmado por histologia

Otros hamartomas de retina 6 acromia en parche

Tubers intraventriculares 0 nodulos subependimarias no calcificados
confirmados por imagen.

Angiomiolipomas bilaterales

Placa frontal

Familiar de primer grado afectado con ET diagnosticado de acuerdo a estos
criterios.

Rabdomioma cardiaco confirmado por histopatologia o radiologia

Terciarios

Manchas hipomelanoticas

Lesiones en confeti

Quiste renal solo evidenciado por radiografias

Pits dentales distribuidos al azar en dientes deciduales o0 permanentes
Polipos rectales hamartomatosos evidenciados por radiologia
Quistes 0seos

Linfangiomatosis pulmonar evidenciada por radiologia

Alteraciones de sustancia blanca y heterotopias evidenciadas por radiologia. Fibromas
gingivales

Hamartomas de otros 6rganos confirmados por histologia

Espasmos infantiles

Diagndstico definitivo: cualquier criterio primario, dos secundarios 6 un secundario mas
dos terciarios.

Diagndstico probable: cualquier criterios secundario mas un terciario o tres terciarios.
Diagnostico de sospecha: cualquier criterio secundario o dos criterios terciarios.



ANEXO 1.1

Criterios de Gomez para el diagndstico de Esclerosis Tuberosa (1998). Gomez y cols J
Child Neurol 1998: 13. 624-628.

Primarios: Solamente es necesario un criterio para hacer el diagnostico
Tubers corticales 0 hamartomas subependimarios por examen patologico
Multiples hamartomas de retina

Adenoma sebaceo-angiofibroma de piel

Fibromas ungueales u periungueales

Secundarios: hacen el diagndstico.

Espasmos infantiles

Manchas hipomelandéticas 0 manchas lanceoladas hipopigmentadas

Placa de Shagreen

Hamartoma de retina

Tubers intraventriculares o calcificaciones nodulares subependimarias
Angiolipomas bilaterales

Familiar de primer grado afectado con ET diagnosticado de acuerdo a estos criterios.



	Portada

	Índice

	Resumen

	Pregunta de Investigación

	Antecedentes

	Objetivo General

	Justificación

	Material y Métodos

	Resultados

	Bibliografía

	Anexos




