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I.- SIGLAS Y ABREVIATURAS

NF1: Neurofibromatosis tipo 1

INDELES: Inserciones-deleciones

MLPA: Ligadura Multiplex dependiente de sonda de amplificacién
SUZ12P1: SUZ12 Polycomb complejo represivos subunidad 2 pseudogén 1
CRLF3-3: Factor 3 parecido al receptor de citocinas

ATADS5-2: ATPase family, AAA domain containing 5

ADAP2-3: ArfGAP with dual PH domains 2

RNF35: tripartite motif containing 40 (TRIM40)

UTP6-14: UTP6, small subunit processome component
LRRC37B: leucine rich repeat containing 37B

REP-A: replication protein Al

REP-C: replication protein C

NAHR: recombinacion homdéloga no alélica

TRAF4-4: TNF receptor associated factor 4

ADN: Acido desoxiribonucleico

ARN: Acido ribonucleico

PCR: Reaccidon en cadena de polimerasa

RT- PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real
H-Ras: Harvey rat sarcoma virus oncogene

K-Ras: Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog

N-Ras: neuroblastoma RAS viral oncogene homolog

GAP: GTPase-activating protein

kDa: kilodaltones

Kb: kilobases

SALSA: Mezcla de componentes requeridos para el desarrollo del MLPA



Il.- RESUMEN

Antecedentes.

La neurofibromatosis tipo | (NF1) presenta una incidencia de 1 en 2500-3500 en
recién nacidos. Clinicamente, la neurofibromatosis se caracteriza por manchas
cutaneas café con leche, efélides pequefias en conglomerados primordialmente en
parpados superiores, cuello, axilas e ingles.

Los nédulos de Lisch son la manifestacion oftalmolégica que se encuentra con
mas frecuencia en la neurofibromatosis, usualmente de color amarillo claro a café
se manifiestan como elevaciones bien definidas, de superficie lisa, en domo
proyectadas en la superficie del iris(1). Estas lesiones son hamartomas
melanociticos y junto con otras caracteristicas cutaneas de la neurofibromatosis se
originan en las células de la cresta neural (2). EI nevo anémico se presenta
ocasionalmente, como una mancha cutanea hipocromica de forma redonda u
ovalada con un contorno multilobulado, esta coloracion es debida a una
disminucién de la vascularidad, y una caracteristica de este nevo es que aun
después de frotar la zona, permanece palida, la presentacion de estos nevos
anémicos es de forma aislada o multiple principalmente en térax y abdomen,
generalmente entre los 3 a 5 aflos y antes de que aparezcan los neurofibromas.
Los neurofiboromas cutdneos que se presentan como lesiones nodulares pueden
ser de la piel (neurofiboroma cutdneo) o de un nervio periférico. El neurofiboroma es
un tumor no encapsulado, firme, frecuentemente con degeneracion mixoide, que
corresponde a una proliferacion mixta tanto de células de estirpe neurilemal (vaina
de mielina) como fibroblasticas con fibras colagenas. El neurofibroma plexiforme
se presenta como un engrosamiento irregular mal delimitado, fusiforme o nodular
de los troncos nerviosos mayores. Otra alteracién es el glioma de la via 6ptica,
siendo los subtipos mas comunes los de grado | (astrocitomas pilociticos) y los de
grado Il (astrocitomas pilomixoide). Los astrocitomas pilociticos se encuentran
mas frecuentemente en los pacientes con NF1 y usualmente siguen un curso
indolente, mientras que los astrocitomas pilomixoides se observan con menos
frecuencia en NF1. (3) Las manifestaciones esqueléticas que se presentan mas

comunmente son la escoliosis de diferente grado, displasia del esfenoides y



pseudoartrosis en fracturas que consolidan de forma inadecuada, causando
deformaciones usualmente en fémur, tibia y peroné.

La NF1 tiene una herencia autosémica dominante con penetrancia completa. Es
causada por defectos moleculares en el cromosoma 17g11.2, en el gen NF1, este
es un gen grande con 60 exones, presenta un splicing alternativo y se expresa en
la mayoria de los tejidos. EI gen NF1 codifica para la proteina neurofibromina 1,
una proteina supresora de tumores que participa en la regulacién del crecimiento y
la proliferacion celular. Un gran numero de mutaciones se observan en los
pacientes con NF1 (mutaciones puntuales, indeles y deleciones del gen completo,
incluyendo regiones flanqueantes). Las indels y las deleciones completas del gen
NF1 representan el 10% de todas las mutaciones en esta enfermedad.

El MLPA es un método de PCR (reaccion en cadena de la polimerasa) multiple
que permite la deteccion de alteraciones en el niumero de copias de hasta 50
secuencias diferentes de ADN o ARN gendmico; es capaz de distinguir secuencias
que difieren en un solo nucleétido y se realiza en el ADN gendmico de los

pacientes.

Metodologia

El objetivo de este trabajo es determinar la frecuencia de deleciones y
duplicaciones en el gen NF1 mediante la técnica de MLPA (Ligadura Multiplex
dependiente de sonda de amplificaciébn) en una muestra de 40 pacientes

mexicanos con neurofiboromatosis tipo 1.

Resultados:

Se observaron seis deleciones en los 40 pacientes estudiados la mas grande fue
una delecion completa del gen NF1, y genes flanqueantes (ZUZ12P1,CRLF3-3,
ATAD5-2, ADAP2-3, RNF35, NF1, UTP6-14) y tres deleciones intragénicas entre
las que se ven perdidos los exones (17, 30, 49), (17, 30, 49, 57), (49) (30) y

finalmente una delecion en el gen TRAF4-4.



[ll.- ANTECEDENTES

La neurofibromatosis tipo 1 es un padecimiento neurocutaneo progresivo con un
patrén de herencia autosémica dominante (50% de los casos son esporadicos y se
atribuyen a una mutacién de novo). Tiene expresividad clinica variable con alta
penetrancia, su incidencia se calcula en 1 por 3500. La enfermedad es debida a
mutaciones en el gen supresor de tumores NF1, localizado en 17q11.2.

El 95 % de las mutaciones de NF1 que se observan en la neurofibromatosis son
mutaciones sin sentido, por sustituciones, mutaciones del sitio de corte y
empalme, estas deleciones frecuentemente dan lugar a codones de paro
prematuros.

Deleciones del Gen NF1

Solo 5% son debidas a deleciones que abarcan el gen NF1 completo y regiones
adyacentes a éste. Se han observado tres subtipos de estas grandes deleciones
del gen NF1: tipo 1, tipo 2, y atipicos. La mas comun de estas deleciones es la tipo
1, que se extiende 1.4 Mb, abarcando 14 genes, incluyendo NF1(4).

Esta delecion tipo 1 se produce por la recombinacién homologa no alélica (NAHR)
entre repeticiones cortas en nimero de copias que flanquean la region del gen
NF1, denominadas NF1-REP Ay C. (5). Esta recombinacion en las deleciones tipo
1, se producen principalmente durante la meiosis materna (6). La delecion Tipo 2
es la segunda mas comun de las deleciones grandes del gen NF1. Abarca 1.2 Mb,
y sus puntos de ruptura se encuentran en el gen SUZ12 y su pseudogen SUZ12P.
Por otro lado, SUZ12 esta separada de la region NF1 REP-C por 30 kb, mientras
que existe un solapamiento de 4 kb entre SUZ12P y NF1 REP-A (Figura.l).
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Figura 1. Mapa de la region del gen NF1 que indica los tamafios relativos y los
limites de las deleciones tipo 1, tipo 2. Los loci genéticos se indican como barras
oscuras, Yy las posiciones de la NF1-REP A y C se indican con rectangulos grises.
Las regiones SUZ12 y SUZ12P se destacan en negro. CEN = centrémero; tel=

telémero (4)

En las deleciones Tipo 2 se pierden 13 genes; a diferencia de la delecion tipo 1,
permanecen el gen funcional LRRC37B con la regién distal NF1 REP-C (7), las
deleciones atipicas son las menos frecuentes de las grandes deleciones, con
tamafios variables y generalmente tiene diferentes puntos de ruptura,

sobrelapandose en algunas ocasiones a la delecion tipica 1.(8)

Manifestaciones clinicas

La enfermedad se caracteriza por; a) mdultiples manchas café con leche, se
observan en los primeros meses de vida y siguen aumentando hasta los 2 afios, b)
efélides del mismo color que las manchas café con leche, mas pequefias y se
distribuyen en conglomerados que se encuentran primordialmente en axilas,
ingles, sobre los parpados superiores y alrededor del cuello, algunos pacientes las
tienen diseminadas en la cara alrededor de los labios, tronco y parte proximal de
las extremidades, en pacientes del sexo femenino pueden encontrarse debajo de
las mamas(9), c) los neurofibromas cutaneos son tumores benignos que pueden
presentarse en cualquier nervio periférico, existen cuatro tipos: cutaneos discretos,
subcutaneos discretos, plexiformes difusos y nodulares. Estos raramente se
presentan en los nifios, los cutaneos pueden ser pediculados o sésiles, blandos y
no dolorosos, los subcutdaneos son de consistencia firme dolorosos y con

frecuencia se inflaman y crecen lentamente. Los neurofibromas cutaneos se



mueven con la piel, tiene una textura suave y surgen en cualquier lugar del
cuerpo. En contraste con los neurofiboromas cutaneos y subcutaneos, que son
generalmente pequefios, los neurofiboromas plexiformes pueden llegar a ser
grandes y pueden evolucionar a la malignidad. Los neurofiboromas plexiformes
difusos son frecuentemente flacidos, pero los neurofioromas nodulares son por lo
general firmes. Ambos subtipos de tumores puede ocurrir en cualquier parte del
cuerpo y su reseccion quirdrgica completa es compleja y cuestionada en algunos
casos, debido a su alta vascularizacion y al hecho de que la recaida es un
fenbmeno comun (10-11).

Los plexiformes se presentan en el 25% de los casos antes de los 10 afios, en
51% entre los 11 a 20 afios y en 89% en los mayores de 21afios, d) Los ndédulos
de Lisch del iris: son hamartomas melanociticos en la superficie del iris, con forma
de cupula, sin repercusién en la visidon, se presentan en los pacientes desde los 6
afos, e) los problemas de aprendizaje estan presentes en al menos el 50% de las
personas con NF1. Otras manifestaciones menos comunes pero potencialmente
mas graves incluyen neurofibromas plexiformes, gliomas de la via oOptica y del
sistema nervioso central, escoliosis, displasia tibial y vasculopatia asi como una
mayor predisposicion para desarrollar tumores de la vaina de los nervios
periféricos. A continuacién se presentan las caracteristicas clinicas mas relevantes

en la NF1 mediante las cuales se realiza el diagndstico clinico.

1. MANCHAS CAFE CON LECHE
Las manchas café con leche presentan un aumento de melanina en los
melanocitos y queratinocitos basales; sin embargo, no muestran un incremento de
melanocitos (12). Histologicamente las muestras de piel a las cuales se les
suplementa con L-dopa raramente presentan macroglobulos de melanina en los
melanocitos, queratinocitos y melanéfagos dérmicos. Los macroglobulos de
melanina aparecen como resultado de la fusién espontanea de melanosomas
primarios o de cuerpos residuales secundarios, los cuales no son especificos de

las manchas café con leche. (13)



Las manchas café con leche son lesiones hiperpigmentadas que se presentan
como uno de los primeros signos que aparecen en la neurofibromatosis,
frecuentemente estan presentes desde el nacimiento, en un nimero y tamafios
variables, son comunes en la poblacion general y se manifiestan de manera
aislada o solitaria en 10 a 28% de la poblacion; la mayoria de los individuos con
manchas café con leche no presentan enfermedades asociadas (14). Las
manchas menores de 3 cm son redondeadas y bien definidas, mientras que las
manchas de mayor tamafo casi siempre estdn mas pigmentadas que la piel que
las rodea, ademas de ser irregulares y se observan con menos frecuencia (15).

La localizacién mas frecuente de aparicion es en el tronco, en las extremidades y
los gluteos. Las lesiones cutaneas pigmentarias y los trastornos del sistema

nervioso central se asocian frecuentemente, esto se explica por el hecho de que la

piel y el sistema nervioso central comparten el mismo origen ectodérmico. (13, 16,
17).Figura 2

Figura 2 A) manchas café con leche en cara lateral del torso, de forma irregular que miden
més de 5mm, B) sujeto con manchas café con leche de menos de 5mm redondeadas con

presencia de neurofibromas en espalda

2. EFELIDES
Este signo es caracteristico de la neurofibromatosis, se considera casi
patognomonico de la enfermedad, en términos de frecuencia son so6lo superadas
por las manchas café con leche, se relaciona con la edad y generalmente ocurre

entre las edades de 3 y 5 afios, la mayoria de los adultos tienen las efélides (~



90%)(18).

La definicién de efélides se refiere a las manchas pigmentadas de color café o
rosado que no sobresalen en la piel, se presentan en las zonas expuestas al sol
como la cara, hombros, manos y pecho, sin embargo las manchas que se
presentan en la neurofibromatosis son muy similares en cuanto al color a las
manchas café con leche, aunque en ocasiones de un tamafio mas pequefo y una
localizacion muy particular en zonas de friccion tales como axilas, ingles cuello y
debajo de las mamas en el caso de las mujeres, se agrupan en conglomerados
con un tamafio de entre 1 y 3 mm., casi siempre redondeadas. La causa de estas
lesiones es desconocida y se cree que pueda ser debido al aumento de la friccion
y de la temperatura en estas areas (19) Figura 3.

Figura 3 A) efélides axilares y en ingles, manchas café con leche (20), B) efélides

en mama y axilares, C) efélides inguinales (21)

3. NEVO ANEMICO

El nevo anémico se presenta ocasionalmente como una mancha cutanea
hipocromica de forma redonda u ovalada con un contorno multilobulado en la que
se aprecia una disminucién de la vascularidad este nevo permanece palido
después de frotar la zona, puede aparecer de forma aislada o mdiltiple. El nevo
anémico se observa raramente en la poblacion general, principalmente en la cara
anterior del tronco, aunque puede presentarse en otras localizaciones con
tamafos variables (21 22n), pero parece tener una prevalencia mucho mayor en



los pacientes con NF1. Una asociacion entre la NF1 y el Nevo anémico fue
sugerida en 1915, sin embargo no se considera una caracteristica de la NF1, en
estudios recientes se ha visto una prevalencia de hasta 50% en estos pacientes
con NF1, afectando ambos sexos(23), la edad en la cual aparecen no es clara ya
gue no se busca intencionadamente o puede no ser aparente hasta que se frota la
cara anterior del térax y en los adultos las machas café con leche y los
neurofibromas pueden ocultar la deteccion de estas manchas hipocrémicas.

La etiologia del nevo anémico en la NF1 se debe probablemente a que la pérdida
de la neurofiboromina promueve una respuesta proliferativa anormal de musculo
liso vascular de las células musculares, lo que representa la formacién de

neointima y enfermedad vascular obstructiva en individuos con NF1.(24)

Figura 4

Figura 4 manchas café con leche y nevus anémico (flechas)



4. NEUROFIBROMAS CUTANEQOS

Los neurofibromas, son los responsables de los mayores problemas clinicos y
estéticos en la neurofiboromatosis tipo 1, ademas de la estigmatizacion social de
los pacientes, los neurofibromas son tumores benignos complejos de la vaina del
nervio periférico compuesto de diferentes tipos de células, tales como células de
Schwann, y otros elementos locales de sostén como fibroblastos, células
perineurales, vasos sanguineos y mastocitos. Los neurofibromas se clasifican
como cutaneos, subcutaneos y plexiformes, los primeros, aparecen generalmente
en la adolescencia temprana y los neurofiboromas plexiformes se cree que su
aparicién puede ser congénita y aumentar progresivamente a lo largo de la vida, al
menos el subtipo difuso.

Los neurofiboromas son clasificados en diferentes subtipos. Sin embargo, por las
implicaciones clinicas y pronosticas, muchos meédicos simplemente se refieren a
estos tumores como dérmicos o plexiformes. Los neurofiboromas dérmicos son
exclusivamente en la piel y se manifiestan en casi todos los individuos con NFL1.
Inicialmente aparecen en la pubertad y aumentan en namero con la edad, los
neurofibromas plexiformes se desarrollan a lo largo de un plexo nervioso o zonas
que impliqguen multiples haces nerviosos y son capaces de formar grandes
tumores, aunque son similares a los neurofioromas dérmicos en los niveles celular
y ultraestructurales (25).

Los neurofibromas son considerados otro de los signos distintivos de la NF1. En
general, los tumores "cutaneos" o "dérmicos " se presentan en forma de cupula,
suave, carnosos, y del color de la piel o ligeramente hiperpigmentados que
desaparecen a la presion. Los neurofiboromas cutaneos por lo general no se
manifiestan hasta la pubertad y puede continuar aumentando en tamafio y nimero
a lo largo de la edad adulta y en el embarazo hay mayor crecimiento. Los
neurofiboromas son una causa importante de morbilidad en estos pacientes debido

al nimero, la apariencia y el tamafio de estos tumores. (26) Figura 5
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Figura 5 presencia de neurofiboromas cutaneos (flechas)

5. NEUROFIBROMA SUBCUTANEO
El neurofibroma nodular puede ser de la piel (neurofibroma cutaneo) o de un
nervio periférico. Es un tumor no encapsulado, firme, frecuentemente con
degeneracion mixoide. Corresponde a una proliferacion mixta tanto de células de
estirpe neurilemal como fibroblastica con fibras de colagena, el neurofibroma
nodular puede ser solitario o multiple, generalmente estos Ultimos se manifiestan
en la neurofiboromatosis tipo 1. Un neurofiboroma cutaneo solitario no excluye la
presencia de esta enfermedad, los neurofiboromas nodulares son de

comportamiento biolégico benigno. Figura 6

Figura 6. Neurofibroma nodulares multiples en térax posterior circunscritos y no

compresibles. (27)



6. NEUROFIBROMAS PLEXIFORMES

Los neurofibromas plexiformes son originados de las vainas nerviosas periféricas
e histologicamente estan constituidos por la proliferacion de células de Schwann,
organizadas en el estroma mixoide. Las lesiones profundas se manifestan en la
edad adulta (28), estdn comunmente situados en la cabeza y el cuello, debido a
las ricas inervaciones del area, en las extremidades, y tronco en los que siguen el
eje de una via nerviosa (29, 30). Los neurofibromas plexiformes son generalmente
grandes, infiltrantes, sin bordes bien definidos, tienen aumento en la pigmentacion
de la piel, con un aspecto angiomatoso e hipertricosis, produciendo un aspecto
nevoideo (29). Tienen dos caracteristicas principales; hiperextensibilidad con una
falta de elasticidad, y a la palpacién semeja una bolsa de gusanos (29, 30).

El riesgo de transformacion maligna en neurofibrosarcoma es entre el 2 a 5%, lo
gue se debe sospechar si la lesion inicial crece de forma rapida y significativa. En
muchos casos, la reseccion quirtrgica es dificil ya que puede afectar a las
principales ramas nerviosas, la reaparicion después de la reseccién, depende de
la reseccion total o parcial, la cual se relaciona con la infiltracion tumoral (31). Esta
transformacién maligna puede hacer grandes metastasis las cuales
frecuentemente son fatales. Los neurofiboromas plexiformes pueden ocurrir en
cualquier parte del cuerpo a lo largo de plexo nervioso periférico. De hecho, los
neurofibromas de tejidos profundos ocurren en 20-40% de los pacientes adultos
con NF1 (32).La mayoria de los neurofiboromas plexiformes internos se manifiestan
en la region para-espinal por la relacién con los ganglios de las raices dorsales.
Sus posibilidades de transformacion maligna son mucho mas altas en
comparacion con otras formas de neurofibromas plexiformes y tiene un prondstico
mas pobre, en parte debido a que no son evidentes clinicamente en sus etapas
tempranas, ademas debido a su ubicacion en los foramenes neurales de la
columna vertebral, que pueden incidir en las raices adventicias y los nervios
espinales, estos causan dolor y déficits neuroldgicos, por lo que los neurofibromas

para-espinal representan una grave complicacién de la NF1. Figura 7.
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Figura 7 A) Neurofibroma plexiforme en parpado superior. B) plexiforme en brazo

izquierdo

7. DESARROLLO DE TUMORES EN PACIENTES CON NF1
En la neurofiboromatosis se presenta un mayor riesgo para el desarrollo de
neoplasias malignas, tanto en el sistema nervioso y otras localizaciones menos
frecuentes que no involucra directamente al sistema nervioso entre los que se
incluyen tumores gastrointestinales, tumores carcinoides duodenales,
feocromocitomas, asi como cancer de mama y rabdomiosarcomas. Las neoplasias
malignas mas comunes son las del sistema nervioso central y periférico. Los
tumores malignos del sistema nervioso periférico incluyen tumores malignos de la
vaina de los nervios periféricos, la mayoria derivados de neurofibromas
plexiformes, y mas raramente neuroblastomas (33). La frecuencia estimada para
desarrollar tumores malignos de la vaina de los nervios periféricos es de s6lo 1-2%
de los pacientes con NF1. Sin embargo en un estudio se encontrd6 que esta
frecuencia puede ser mas alta hasta de 8-13% en pacientes con NF1 y estos

tumores por lo general ocurren en la edad adulta (34).

8. NODULOS DE LISCH
Los nodulos de Lisch representan la principal alteracion oftalmoldgica en la NF 1,
ya gue se presentan en 60% de los pacientes con NF1. Estos nddulos son
estructuras hamartomatosas de color amarillo claro a café en la superficie del iris y
se observan como elevaciones bien definidas, son de superficie lisa, en forma de

domo y se proyectan hacia la superficie. Histolégicamente y estructuralmente se



pueden diferenciar tres tipos de lineas celulares principales: células pigmentadas,
células similares a fibroblastos y mastocitos. Los nédulos de Lisch se presentan en
la primera década de la vida y son el hallazgo mas comun en pacientes mayores
de 20 afios con diagnostico de NF1 (1).Figura 8

Figura 8. Lesiones hamartomatosas color amarillo en el iris (n6dulos de Lisch)

9. GLIOMA DE LA VIA OPTICA

Los gliomas de la via Optica asociados a neurofibromatosis, son tipicamente
astrocitomas pilociticos de bajo grado que involucran alguna combinacion de los
nervios épticos, quiasma, o tractos Opticos, se observan en aproximadamente el
15% de los nifios con NF1 y aparecen mas comunmente en los nifios, sobre todo
entre los cinco y nueve afios de edad (35). La mayoria tienen un curso benigno,
tienen un excelente prondéstico después de la reseccion total, pero se ha asociado
con una significativa morbilidad y mortalidad ocasional sin embargo la cirugia no
es la primera eleccion de tratamiento, debido a la inaccesible localizacién del
tumor asi como al deterioro neuroldgico asociado con la reseccion de los mismos
y a su comportamiento relativamente benigno. (35)

En algunas ocasiones, los nifios con gliomas de las vias Opticas pueden tener
pérdidas de la agudeza visual y mostrar anormalidades endocrinas como
sindrome diencefalico y pubertad precoz. (36,37).

Al igual que en otros tumores malignos relacionados con NF1, la pérdida de la
expresion génica y la expresion de la neurofiboromina se ha demostrado en los
Astrocitomas Pilociticos relacionados con la NF1. Esto sugiere el mecanismo de la

hipétesis de un segundo evento, en el que se requiere la inactivaciéon somética del



alelo funcional de neurofibromina para la formacién de tumor (38,39). La pérdida
de la heterocigosidad del gen NF1 se ha reportado en neurofiboromas y
neurofibromas plexiformes, en apoyo a la funciéon de tumor supresor de éste gen.
Una publicacion reciente informo6 sobre las pérdidas alélicas en estos tumores y
sobre la falta de expresion de la neurofibromina en estos tumores, que apoya el
papel de la deficiencia de la NF1 en el desarrollo de gliomas 6pticos relacionados
con la NF1(40). Se sabe que diferentes mecanismos, incluyendo las mutaciones
con corrimiento del marco de lectura, la pérdida de heterocigosidad y la metilacion
son responsables de la inactivacion somatica del gen NF1 en astrocitomas
pilociticos (41).

La evaluacion oftalmolégica de los nifios con neurofibromatosis es muy dificil ya
gue no se quejan de deficiencia de la visidbn hasta que los padres notan que los
nifos chocan con los objetos, por lo que es importante realizar exdmenes de
agudeza visual a una edad de desarrollo de 3 afios, la vision al color a los 5 afios
y los campos visuales a la edad de 8 afos. Figura 9

Figura 9 Imagen de resonancia magnética de un tumor retrobulbar de nervio

optico (AFIP Atlas of Tumor Pathology, de acuerdo a la entrada #406908)
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10. MANIFESTACIONES ESQUELETICAS

Las manifestaciones esqueléticas observadas en la NF1 se presentan desde la
infancia e incluyen talla baja, macrocefalia, escoliosis, displasia de las alas
esfenoides, y pseudoartrosis de tibia, con curvatura de huesos largos que se

parece a una articulacion falsa, osteopenia y osteoporosis (9,37)

A.- ESCOLIOSIS: Es la alteracion ortopédica mas comunmente encontrada, se
presenta en 10% de los pacientes con neurofibromatosis a la edad de 10 afios.
Hay 2 tipos principales de la escoliosis en personas que padecen
neurofibromatosis: formas no-distréficas y distroficas. La escoliosis distréfica se
presenta con un angulo muy agudo en su curvatura y es progresiva, tiene un
segmento corto con acufiamiento vertebral severo, cuerpos vertebrales apicales
con rotacion, En general las curvaturas distroficas de menos de 20°, deben de ser
observadas a intervalos de 6 meses para evaluar su progresion. En cuanto a los
pacientes adolescentes con curvatura distréfica mayor de 20° a 40° de angulacion,
se recomienda hacer una fusion espinal posterior con instrumentacion espinal
segmental (42)

Se desconoce su patogénesis aunque recientemente se ha relacionado a la
osteopenia con la consecuente displasia de los elementos 6seos de la columna
vertebral.

El manejo de esta alteracion es trabajo de los ortopedistas pediatricos y depende
de la severidad de la curvatura, la localizacién, la velocidad de la progresion y de
la edad del paciente. Figura 10
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Figura 10. Manchas café con leche. Cicatriz quirdrgica de correccion de escoliosis
(43)

B.- DISPLASIA DEL ESFENOIDES

Las teorias sobre la causa de la displasia del ala esfenoidal incluyen, su
ocurrencia como anomalia congénita, debido a trastornos del desarrollo de los
centros de osificacion y un aumento del volumen cerebral global que conduce a
cambios Gseos y vascularizacion anormal que contribuyen a la resorciébn Osea
adyacentes a la fisura orbital superior. El esfenoides se forma entre la cuarta y
octava semanas del desarrollo y se origina de una interaccidon entre el
mesénquima, las células de las crestas neurales y neuroectodermo. La mala
osificacién primaria de este hueso se debe a una alteracion en el desarrollo de
mesodermo, porgue generalmente esta displasia es congénita y no debida a la
presencia de un tumor que es lo que comdnmente se ve en las valoraciones
clinicas y radioldgicas.

Las caracteristicas tipicas radiol6gicas son un defecto total o parcial del ala mayor
del esfenoides, una elevacién del ala menor medida, la distorsion de la silla turca,
y la ampliacion de la orbita ipsilateral. La anomalia O0sea puede detectarse

clinicamente por la presencia de exoftalmos pulsatil, como describié por primera



vez Dandy en 1929 (44). La mitad de los casos de displasia del esfenoides se
relacionan con NF1. Los neurofibromas oculares producen cambios 6seos casi
siempre involucrando la érbita ipsilateral y el parpado (45). La displasia esfenoidal
es uno de los 6 criterios diagndésticos de la NF1 a pesar que se presenta con una
frecuencia baja entre 1y 7%, esta anomalia se puede identificar desde la infancia.
Aungue las lesiones del ala esfenoidal en la NF1 son generalmente asintomaticas,
son facilmente diagnosticadas mediante radiografias de craneo o tomografia axial

computada. Figura 11

Figura 11. Reconstruccion 0sea muestra ausencia de la linea innominada por
displasia del ala mayor del esfenoides (flecha) en un paciente de 22 afios con

neurofibromatosis

C.- PSEUDOARTROSIS TIBIAL

Aunque las lesiones de pseudoartrosis tibial son poco frecuentes y tienen una
prevalencia de uno de cada 140 000 en la poblacion general, en pacientes con
NF1 la prevalencia es de 1-4% (46) Existe una gran variabilidad clinica entre los
huesos largos afectados, siendo las tibias las que con mayor frecuencia se ven
involucradas, sin embargo pueden estar afectados el peroné de la misma pierna,
el fémur, cubito, radio, hiUmero y la clavicula, la osteopatia tibial generalmente se
presenta como una lesion unilateral y anteroposterior, su diagndstico
frecuentemente se hace en la infancia, en ocasiones aparecen antes de la

aparicion de las manchas café con leche.
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La fractura patologica del hueso afectado con frecuencia se produce en la primera
década de la vida y con frecuencia conduce al desarrollo de una pseudoartrosis o
falsa articulaciéon (47). Muy pocos pacientes con NF1 presentan la osteopatia tibial
y algunos nunca desarrollan la pseudoartrosis. La pseudoartrosis solo se produce
como complicacion de una fractura franca con la deformacion de los huesos (48).
Los rayos X de los huesos largos con osteopatia 6sea pueden mostrar lesiones
quisticas, esclerosis, y/o adelgazamiento de la cortical, los mecanismos
patogénicos implicados en la osteopatia tibial y el posterior desarrollo de
pseudoartrosis son poco conocidos. Algunas, aunque no muchas pseudoartrosis
tibiales estan asociados con la presencia de un neurofibroma intradéseo. Esta
observacion condujo a la hipotesis de que la participacion de los huesos largos no
es un defecto 6seo primario, sino mas bien una respuesta secundaria del tejido

0seo a la presion extrinseca (49).Figura 12

Figura 12 Masculino de 5 afios de edad, A) Pseudoartrosis tibial B) incurvamiento
tibial



11.- EL GEN NF1

El gen NF1 se localiza en el cromosoma 17g11.2, contiene 61 exones distribuidos
sobre 350 Kb de ADN genomico, con un transcrito de 11 a 13 Kb de largo y un
marco de lectura abierto de 8454 nucleétidos, codifica para una proteina
citoplasmatica denominada Neurofiboromina de 2818 aminoacidos y 370 Kd, que
actia como un gen tumor supresor que regula al protooncogen Ras. Se expresa
en neuronas, células de Schwann, oligodendrocitos, astrocitos y leucocitos. Se
localiza en el citoplasma y se transporta activamente al nacleo por medio de una
sefal de localizacion nuclear. Cuando existe una mutacion en el exon 43, la
neurofibromina se queda en el citoplasma y no ejerce su funcion.

La neurofibromina tiene sélo dos dominios funcionales, Ras GAP y SEC 14, hasta
el momento se desconoce la funcion de este Ultimo. Sin embargo en 2006 se
identifico un dominio homologo a la pleckstrina-like (like-PH) que actia de forma

bipartita con el Sec14 para la union de fosfolipidos (50). Figura 13

A
NF1-PH B-protrusién =

Conformacion abierta

Conformacidn cerrada
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Figura 13. A) diagrama de cintas de NF1-Sec-PH que muestra la

conformacién superpuesta abierta y la conformacion cerrada. Es claramente
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visible que la conformacion abierta chocaria con el B-saliente, por lo que se
tendrian que hacer reordenamientos conformacionales en esta region para
permitir el movimiento de la regién de tapa-hélice. B) Esquema de los

dominios estructurales de la neurofibromina con los limites de dominio (50)

Ras GAP ocupa una pequefia porcion del dominio central de la neurofibromina y
tiene una secuencia similar a la familia de proteinas activadoras de GTPasas o
GAP. Las proteinas GAP aceleran la hidrolisis de Ras-GTP hacia Ras- GDP,
desde una forma activa a una inactiva. Las proteinas Ras son miembros de una
familia de GTPasas, tienen 21 kDa y son codificadas por los genes H-Ras, K-Ras
y N-Ras.

Las proteinas Ras, junto con el gen que lleva el mismo nombre, tienen un rol
crucial como un conjunto de interruptores-reguladores moleculares muy
importantes en el control de una gran variedad de rutas de transmision de sefales
celulares, que controlan diferentes fendbmenos como la integridad del
citoesqueleto, proliferacion celular, diferenciacion, adhesion, migracion celular y la
apoptosis. Esta transmision de sefales se lleva a cabo desde la membrana
plasmética al nucleo por medio de cascadas de sefalizacion molecular. Se
encuentran unidas covalentemente a la membrana plasmética y ciclan entre su
estado activo unido a GTP y el inactivo unido a GDP. Estas proteinas tienen baja
actividad GTPasa intrinseca, la cual se incrementa por medio de proteinas GAP5.
La neurofibromina, por intermedio de su dominio GAP, incrementa la tasa de
hidrélisis de GTP e inactiva a Ras.

Tanto el gen como las proteinas RAS relacionadas, a menudo estan alteradas en
los tumores malignos, provocando un aumento en la capacidad de invasion y
metastasis, y una disminucion de la apoptosis. Asi, disminuye su actividad y actlia

como un supresor tumoral. Figura 14
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Figura 14. Representacion de interacciones de NF1 con las vias ras y PI3K. NF1

limita la actividad de Ras en la célula normal. Por lo tanto, la pérdida de la

expresion de la NF1 conduce a una actividad elevada de Ras, el crecimiento

celular desregulado y la tumorigénesis. NF1 también puede asociarse con los

microtubulos y modular la via de sefalizacion cAMP-PKA. (51)



IV.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La caracterizacion molecular de las mutaciones que causan la neurofiboromatosis
tipo 1, plantean un reto enorme debido al gran tamafio del gen NF1, a la falta de
puntos calientes, la gran cantidad de posibles mutaciones, y la presencia de
pseudogenes, dificultan el diagndstico a nivel molecular. EI 90% de las mutaciones
en la neurofibromatosis tipo 1, son mutaciones de una sola base, tales como
sustituciones, inserciones o deleciones, aproximadamente entre 5 y 10% son
ocasionadas por deleciones de un solo exén o de multiples exones asi como
duplicaciones que representan el 2% vy finalmente por microdeleciones que
abarcan el gen NF1 completo y genes adyacentes. Todo esto implica un reto
enorme en la busqueda de estudios moleculares rapidos y econémicos para el
diagnéstico de la enfermedad. La técnica de MLPA nos permite la cuantificacion
relativa de hasta 50 secuencias diana diferentes en una reaccion, Este método
esta basado en una PCR multiple que permite la deteccion de nimero de copias
anormales, por lo que se logran identificar microdeleciones y alteraciones en el
namero de copias intragénicas, de los exones asi como de los intrones.

La realizacion de este estudio molecular nos permite identificar las deleciones y
las duplicaciones en el gen NF1, asi como de los genes que se encuentran en las

proximidades del mismo.
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V.- JUSTIFICACION:

Dada la incidencia de la enfermedad y la poca disponibilidad de diagndsticos
moleculares, amen de los altos costos que esto genera y la falta de conocimiento
del tipo de mutaciones en nuestra poblacién, proponemos el diagnostico mediante
la técnica de MLPA, la cual es capaz de detectar deleciones y duplicaciones del
gen NF1, a un bajo costo y relativamente rapido, por lo que nos permitira
identificar cual es la frecuencia de este tipo de mutaciones en nuestra poblacion y

ser utilizada como una opcién viable en el estudio de los pacientes con NF1.
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VI.- HIPOTESIS

Si la frecuencia de deleciones y duplicaciones del gen NF1 es de 5 a 10%
entonces mediante el estudio de MLPA seremos capaces de identificar un
porcentaje de al menos 5% de deleciones y duplicaciones en una muestra de
pacientes mexicanos con neurofiboromatosis tipo 1.
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VIl.- DISENO DEL ESTUDIO

1.- Tipo de estudio.

Se trata de un estudio observacional, descriptivo, prospectivo y transversal

2.- Universo
Una muestra de 40 pacientes mexicanos con diagndéstico de neurofibromatosis

tipo 1.

3.- Criterios de seleccion:

a) Inclusion

Pacientes con el diagnostico clinico de neurofibromatosis tipo 1 de cualquier
edad.

b) Exclusion:

Pacientes que presenten datos clinicos pero con diagnostico diferente de NF1.

Pacientes que cumplen con los criterios clinicos de neurofibromatosis pero

presentan un parentesco con el caso indice.

4.- Variables del estudio
a) Deleciones del gen NF1.
b) Duplicaciones del gen NF1.

c) Pacientes con NF1.
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VIIl.- OBJETIVO

OBJETIVO GENERAL
Establecer la frecuencia de deleciones y duplicaciones del gen NF1 en una

muestra de pacientes con neurofibromatosis tipo 1.

OBJETIVOS PARTICULARES
Demostrar que por este método se pueden visualizar mas del 5% de las
deleciones en NF1 que se reportan en la literatura.

Implementar este método como diagndstico de rutina.
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IX. MATERIAL Y METODOS

Se realiz6 la extraccion de ADN (ANEXO 1) de 40 pacientes mexicanos con
diagnéstico de neurofibromatosis tipo 1, para la busqueda de deleciones y
duplicaciones en el gen NF1 mediante la técnica de MLPA (multiplex ligation-
dependent probe amplification) que permite identificar microdeleciones vy
alteraciones en el nimero de copias intragénicas asi como en intrones. Este
método de PCR multiple permite la deteccion de nimero de copias anormales, y
es capaz de distinguir secuencias que difieren en un solo nucleétido.

La reaccion de MLPA se puede dividir en cinco etapas principales: 1)
desnaturalizacion del ADN y la hibridacién de sondas de MLPA; 2) reaccion de
ligacion; 3) reaccion de PCR; 4) la separacion de los productos de amplificacion
mediante electroforesis y 5) Andlisis de datos. Durante la primera etapa, el ADN
se desnaturaliza y se incuba durante la noche con una mezcla de sondas de
MLPA.

Las sondas de MLPA se componen de dos oligonucleotidos separados, cada uno
con una de las secuencias de los cebadores de PCR. Las dos sondas de
oligonucledtidos se hibridan a las secuencias blanco, inmediatamente adyacentes.
Solo cuando las dos sondas de oligonucleétidos son hibridadas a sus objetivos
adyacentes pueden ser ligadas durante la reaccién de ligamiento. Debido a que
s6lo las sondas ligadas se amplifican exponencialmente durante la subsecuente
reaccion de PCR, el nimero de productos de la sonda de ligamiento es una
medida para el nimero de secuencias blanco en la muestra. Los productos de
amplificacion se separan mediante electroforesis capilar. Las sondas de
oligonucledtidos que no se ligan, solamente contiene una secuencia de cebador,
como consecuencia, no pueden ser amplificadas exponencialmente y no generar
una sefial. Por consiguiente, la eliminacion de las sondas no unidas es innecesaria
en MLPA y hace que el método MLPA sea facil de realizar.

En este trabajo proponemos un método diagnéstico que podria ser mas
econdémico y rapido para la deteccion de las alteraciones del gen NF1 utilizando

Unicamente la técnica de MLPA ya que no sélo tiene la ventaja de ser una técnica
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multiplex, sino también una en la que esta dirigida al analisis de pequefas
secuencias (50-70 nt) y es capaz de distinguir secuencias que difieren en un solo
nucleodtido segun describe MCR- Holland.

Las muestras se analizaron utilizando mdultiplex sonda de amplificacion
dependiente de ligado (MLPA) con los kits SALSA MLPA P081 / P082 NF1, para
detectar una sola y multiples deleciones / duplicaciones de exdnes (contienen una
sonda para cada exodn, tres sondas para el exon 1, una sonda para el intron 1y
dos sondas para los exones 15, 23, 51 y 58 del gen NF1, dos sondas para el gen
OMG que estd localizado dentro del intron 36 del gen NF1. Ademas, se incluyen
11 sondas de referencia en probemix P081-C1l y 9 sondas de referencia en
probemix P082-C1) vy la salsa MLPA P122 NF1 Kit,( dos sondas para los exones
1, 17, 30, 49 y 57 del gen NF1) para el tamizaje de deleciones completas en la
region cromosomica de NF1, de acuerdo con las instrucciones del fabricante
(MRC Holanda, Amsterdam, Paises Bajos). Se afiadi6 el ADN genomico
desnaturalizado (100 ng / 150 ng) a la mezcla de MLPA y se incub6 durante la
noche para hibridar las sondas antes de realizar la reacciébn de ligacion
subsiguiente. La amplificacion por gPCR se realiz6 utilizando 6-carboxyfluoesceina
marcada con cebadores; los productos se analizaron mediante un secuenciador
automatico de ADN ABI Prism 3130 (Life Technologies, Saint Aubin, Francia). Las
areas de los picos para cada fragmento separado se midieron mediante el uso de
software de Coffalyser.NET (MRC.Holand). Cada producto de MLPA se normalizé
dividiendo cada area del pico mediante el area del pico total entre el pico de las
sondas de referencia para la muestra, para obtener los valores relativos del area
del pico. ElI cambio de los valores del pico, superior a 0.3 se consider6 una
duplicacién cuando se encontraba por encima de la unidad (un aumento del valor)
0 una delecion cuando se encontro una disminucion en 0.3 con respecto a la
unidad (una disminucién del valor). Los rangos encontrados con un valor inferior a
menos de 0.65 se consideraron como una delecion y rangos superiores a mas de

1.35 se consideraron como duplicaciones.
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X.- ASPECTOS ETICOS Y BIOSEGURIDAD

Todos los procedimientos realizados en el estudio estan sujetos a lo estipulado en
el reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacion para la
Salud, en su Titulo segundo, capitulo 1, articulo 14 fracciones I-VIIl. (Anexo 2) asi
como la carta de consentimiento informado para el presente estudio. (Anexo 3).
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Xl.- RESULTADOS

Se analizaron 40 muestras de ADN gendmico de pacientes mexicanos que
acudieron a consulta al Servicio de Genética del Hospital General de México con
diagnoéstico de neurofibromatosis tipol, mediante el método de MLPA (multiplex
ligation-dependent probe amplification), Las edades de los pacientes oscilan entre
los 3 hasta los 48 afios. Los resultados del dicho analisis mostraron la presencia
de 6 deleciones, cinco de ellas en el gen NF1 y una mas en un gen adyacente al
gen NF1.

Se reportd una delecion completa del gen NF1 en la que estan involucrados los
genes adyacentes; ZUZ12P1,CRLF3-3, ATAD5-2, ADAP2-3, RNF35, UTP6-14 de
aproximadamente 1.2 Mb y cuatro deleciones intragénicas que involucran en el
primer caso los exones 17, 30 y 49 del gen NF1, en el segundo caso la delecion
involucra los exones 17,49 y 57 del gen NF1, en el tercer caso la delecién
involucra el exén 49 del gen NF1, el cuarto caso presenta una delecion del exén
30 del gen NF1, finalmente una delecién del gen TRAF4-4, el cual esta alejado
del gen NF1, en direccién centromeérica, llamado factor 4 asociado al receptor de
necrosis tumoral, el cual se ha identificado que esta sobre expresado en cancer de
mama, el gen TRAF4 es requerido en la embriogénesis para la formacion de la
trdquea, el esqueleto axial y el cierre del tubo neural, (52). Tabla 1

Tablal. Caracteristicas clinicas de 6 pacientes y deleciones encontradas.

Pacientes 1 2 3 4 5 6
Sexo F M F M M M
Edad 20 37 23 18 46 26
TALLA 156 157 158 166 168 167
PESO 60 67 59 70 65 66
MCL +++ +++ ++ ++ ++ +
Efélides + + + + + +
Neurofibromas ++ +++ ++ ++ ++ ++
Plexiformes 2 2 - 1 1 -
N. de Lisch + + + + + +
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Glioma via Opt.

Miopia - - - - - +
Ambliopia - - - Ojo der. - -
Esqueléticas - - - - Fractura | Escoliosis
Tumores - - - Padre con - Cates
sarcoma
Historia familiar - - + + - -
Del/dup del del del del del del
Exén 17-30- NF1 17-49- 49 30 -
49 completo 57
Otros genes - ZUZ12P1,CRLF3- _ _ _ TRAF4-4
3, ATADS-2,
ADAP2-3,

RNF35, UTP6-14

MCL: manchas café con leche, Del/dup: delecion/duplicacion, Ca tes: cancer

testicular.
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Paciente 1. paciente femenino de 20 afios, sin antecedentes familiares de
neurofibromatosis tipo 1, la cual presenta manchas café con leche desde el
nacimiento que han aumentado en numero y tamafo, en cara, abdomen y
extremidades algunas manchas con estructuras pilosas en tronco, presencia de
efélides axilares, nodulos de Lisch, neurofiboromas cutdneos y subcutdneos en
cara, tronco, abdomen y extremidades, neurofibroma plexiforme en region dorso
lumbar y epigastrio, mediante el estudio de MLPA se encontr6 una delecion
intragénica de los exones 17, 30 y 49 del gen NF1. Se muestran en los graficos 1,
2y 3.
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Gréfico 1: Se observa el reporte de las muestras en el que aprecia en color rojo
los rangos menores a 0.65 lo que indica una delecién en los exones, 17, 30 y 49
del gen NF1.
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Gréfico 2: En este grafico de proporciones se puede apreciar como las medias

aparecen inferiores a la linea de referencia, mostrando una delecion de los exones

ya mencionados.
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Gréfico 3: El electroferograma muestra picos en NF1-17,30 y 49 por debajo de
0.65(flechas).



Paciente 2: Paciente masculino de 37 afos, talla de 167 cm peso 67 Kgs,
presentdé manchas café con leche desde los 4 afios y que han aumentado en
namero desde los 17 afios. A la exploracion fisica presentaba manchas café con
leche diseminadas en cara, cuello, tronco, abdomen y extremidades, efélides
axilares e inguinales, neurofibromas cutaneos y subcutaneos en cara, tronco,
abdomen y extremidades, neurofibromas plexiforme en nuca y abdomen, nédulos
de Lisch, no presentaba alteraciones esqueléticas, alteraciones psiquiatricas como
probable automutilacion, se realiz6 tomografia axial computada la cual se reportd
como normal, no presenta alteraciones cognitivas 0 neurologicas. Mediante el
estudio de MLPA present6 una delecion completa del gen NF1 y de genes que se
encuentran adyacentes a este y son 17q ZUZ12P1,CRLF3-3, ATAD5-2, ADAP2-3,
RNF35, NF1, UTP6-14, (Graficos 4,5,6).
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Grafico 4: Reporte de las muestras en el que aprecia en color rojo los rangos
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menores a 0.65 lo que indica una delecién del gen completo de NF1 y los genes
ZUZ12P1,CRLF3-3,ATAD5-2,ADAP2-3,RNF35,UTP6-14.
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Grafico 5: En este grafico de proporciones se puede apreciar como las medias

aparecen inferiores a la linea de referencia, mostrando una delecion completa del
gen NF1y ZUZ12P1,CRLF3-3,ATAD5-2,ADAP2-3,RNF35,UTP6-14.
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El electroferograma muestra picos en los genes ZUZ12P1,CRLF3-3,

ATADS-2, ADAP2-3, RNF35, NF1, UTP6-14, NF1, por debajo de 0.65 (flechas)



Paciente 3: Paciente femenino de 23 afios con antecedente de madre con
neurofibromatosis tipo 1, a la exploracion fisica presenta manchas café con leche
de diferentes tamafios en cara, cuello, térax, abdomen y extremidades, efélides
axilares, neurofiboromas cutaneos y subcutaneos en todo el cuerpo, nodulos de
Lisch desde los 12 afios, sin alteraciones esqueléticas, ni neuroldgicas, el gen
resultado de MLPA muestra delecion intragénica de los exones 17, 30,49 y 57 del
gen NF1. (Gréficos 7,8,9)

Sample result overview | Sample report ||atio chart I Electmphemgmms|
Probe target inf =LA
bl Y Height |Area Intra r.. | Pre ra.. | Final r..| Stdev |SamP ..|d(nt) Width
= ASPA-B 17-003.344407 8335 B9794 0.98 0.98 0.95 0.1 Equal -0.02 39
17p (n=2) PMP22-3 17-015.103150 3766 | 76022 | 082 08 0.9 007 | Equal | 003 44
= TRAF4-2 7-024.098354 18142 | 124604 0.93 1.2 1.02 0.07 Equal 0.22 X
:l TRAF4-4 7-024.099165 44438 37046 0.73 0.73 0.78 Equal -0.01 T
SSH2-14 7-024.987672 15414 | 102561 1.16 135 11 0.09 Equal 0.02 4
SSH24 7-025.046554 6511 56922 0.79 0.78 0.8 Equal 0.08 ik
| BLMH-9 7-025.623704 5753 4705 0.88 0.29 0.9¢ 0.09 Equal 0.03 4
| BLMH-2 7-025.64357F 9662 54633 1.05 1.13 1.0 0.1 Equal -0.03 40
CPD-12 7-025.79501 13079 BEB74 1.03 1.1 1 0.1 Equal -0.01 29
CPD-21 7-025.813522 3177 86420 | 059 1.09 0.97 Equal 0.03 L)
SUZ12P-1 7-026.082493 6889 | 111598 | 047 1.09 1 003 | Equal | 025 53
SUZ12P-3 7-026.109253 1821 78500 0.83 0.94 0.8 | Equal -0.03 4
CRLF3-3 7-026.148475 28343 [ 121440 .07 123 1.07 008 [ Equal 0 4
ATADS-2 7-026.186148 2780 [ 36337 1 1.02 0.98 0.07 Equal 0 4
ADAP2-3 7-026.277986 1074 83288 1 0.97 0.97 0.07 Equal -0.06 [%
17q (n=27) RNF135-2 7-026.335798 3860 95244 0.99 1.09 0.99 0.06 Equal -0.04 40
F1-1 7-026.445712 16446 | 106603 1.22 ual 4
F1-17 7-026.576310 3654 28993 . 3 4
F1-30 7-026.600134 11637 | 78743 4
F1-45 7-026.700263 3063 22611 2
F1-57 7-026.711683 7821 56070 42
UTP6-14 7-027.726448 10357 FELYA [F]
SUZ12-10 7-027.339502 11438 74883 . I ]
LRRC37B-1 7-027.372670 12234 26589 1.04 1.01 1 0.1 Equal -0.02 37
ZNF207-9 7-027.717848 6E41 4304 0.92 0.29 0.99 | Equal 0 42
PSMD11-2 7-027 798076 22935 | 143193 112 129 1.14 008 [ Equal 0.02 37
PSMD11-6 7-027. 820167 4867 38999 0.9 0.89 0.95 009 [ Equal 0 33
MYQ1D-7 7-028.118735 47597 40308 0.92 0.91 1.04 009 [ Equal 0 35
MYO1D-2 7-028.131732 3388 31837 0.96 0.89 0.97 0.08 Equal -0.04 42
=) | Reference™ 01-011.785704 E424 BE702 0.86 0.85 Equal 0.04 1
Reference™ 05-132.037610 9449 [ 119950 0.84 1.14 0.87 Equal 47
| Reference™ 06-031.648489 9272 Eh44E 0.84 117 0.92 Equal -0.25 4
| Reference™ 07-150.278213 1673 75752 0.94 0.58 0.9 Equal -0.01 3
References.. | Reference™ 09-129.63181 45924 99004 01 1.11 1 0.07 Equal -0.02 5
| Reference™ 0-010.58837 h053 42522 14 1.04 114 Equal 0 4
| Reference™ -047.85142, 7096 53963 01 0.97 1 0.06 Equal -0.07
| Reference™ (046516454 6912 50318 .02 1 1 0.07 Equal 0 2
Reference™ -009.823624 19493 | 125392 1 1.21 1.01 0.07 Equal -0.87 9

Gréfico 7: Este gréfico de reporte de las muestras se observa en color rojo los
rangos menores a 0.65, lo que indica una delecién de los exones 17, 30,49 y 57
del gen NF1
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Gréfico 8: En este grafico de proporciones se puede apresiar como las medias

aparecen por debajo de la linea de referencia, mostrando una delecion de los
exones 17,30,49 y 57 del gen NF1.
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Gréfico 9: Electroferograma que muestra disminucion de los picos en los exones
17,30,49 y 57 del gen NF1.



Paciente 4: Paciente masculino de 18 afios de edad, con antecedente de padre y
hermana diagnosticados con neurofibromatosis tipo 1, padre fallecido por un
sarcoma, refiere el paciente que a los 4 afnos se realizo reseccion de neurofioroma
plexiforme en parpado derecho y 5 cirugias reconstructivas de la zona,
orquidopexia a los 5 afios, ambliopia de ojo der desde los 16 afios. Los resultados
de MLPA muestran una delecion del exdn 49 del gen NF1. (Grafico 10,11,12)

| Sample rest ovenven | Samoie oot | ago chan | Bectrophersgams

¢}
Probe target info
=17 (=2 e
£)
17q(n=27)
|| Il
& % L
bt o { U
References n
1 !
e T

Gréfico 10: Este grafico muestra solo el exon 49 con un rango menor a 0.65 de

color rojo el cual demuestra delecién del mismo.
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Gréfico 11: Gréfico de proporciones en el que se puede observar el exén 49 por

debajo de la linea de referencia (delecion).
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Gréfico 12: Se muestra electroferograma con un pico para el exén 49 inferior a

0.65 (flecha)



Paciente 5. Paciente masculino de 46 afos peso 65 Kgs, talla 168 cm, sin
antecedentes familiares de la enfermedad, se realiz6 reseccion de neurofibroma
plexiforme en region toracica que ocasionaba dolor, a la exploracion fisica
presenta multiples manchas café con leche en cara, cuello, térax, abdomen y
extremidades, asi como efélides axilares, neurofioromas subcutaneos en regién
malar y mandibular los cuales provocan prurito, neurofiboromas cutaneos
diseminados en todo el cuerpo, escoliosis toracica y nédulos de Lisch. En este
paciente se encontré una delecion del exon 30 del gen NF1. (Gréficos 13, 14,15)
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Grafico 13: En este grafico la proporcién final del exén 30 se encuentra deletado,

menor a 0.65.
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Grafico 14: Grafico de proporciones con media del exén 30 por debajo de la linea

de referencia inferior (delecion).

Gréfico 15: Electroferograma en la que se observa delecion del exon 30 del gen

NF1.
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Paciente 6: Paciente masculino de 26 afios de edad, sin antecedentes familiares
de neurofibromatosis, cuenta con los antecedentes de fractura clavicular a los 4
afos, orquiectomia a los 25 afios por presentar cancer testicular izquierdo y
miopia desde los 14 afios. A la exploracion fisica presenta macrocefalia relativa,
manchas café con leche en térax, abdomen y extremidades, efélides axilares,
neurofiboromas cutdneos y subcutaneos principalmente en térax y nodulos de
Lisch. Los resultados del estudio de MLPA mostro una delecion del gen TRAF4-4
sin delecion del gen NF1 (Graficos 16, 17, 18).
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Gréfico 16: Grafico de muestras en el que se puede ver una proporcién final menor

a 0.65 que evidencia una delecién del gen TRAF-4.
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Grafico 17: Gréfico de proporciones en el que se ve el gen TRAF-4-4 por debajo

de la linea basal de referencia.
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ico 18: Electroferograma donde se ve el pico de TRAF4-4 disminuido en su
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Las 5 deleciones del gen NF1, encontradas en nuestros 40 pacientes
corresponden al 12.5%, dato que es ligeramente superior a lo reportado en la
literatura si se tiene en cuenta que las deleciones completas del gen, se
presentan en alrededor del 5 al 10% de los casos con neurofibromatosis tipo 1.
Las deleciones de los exones del gen NF1 explican el fenotipo encontrado en los
pacientes sin embargo no se puede hacer una relacién fenotipo-genotipo dado que
los pacientes presentaban datos clinicos muy similares, entre los que tuvieron
deleciones de tres exones y los que tuvieron deleciones de un solo exon, El
paciente que presento la deleciébn completa del gen NF1 y genes adyacentes a
este, tiene caracteristicas ligeramente mas severas como una mayor cantidad de
manchas café con leche y de neurofibromas incluyendo trastornos psiquiatricos
aungue no se pudo demostrar un déficit intelectual o dafio neurologico.
Finalmente se encontr6 una delecion del gen TRAF-4 ¢ factor 4 asociado al
receptor de necrosis tumoral, el cual se ha identificado que esta sobre expresado
en cancer de mama, el gen TRAF4 es requerido en la embriogénesis para la
formacion de la trdquea, el esqueleto axial y el cierre del tubo neural, (52) por lo
que participa en la neurulacion. Esta delecion de TRAF-4 se encontré en forma
aislada y no explica el fenotipo de neurofibromatosis tipo 1, probablemente porque
se debe a una mutacion puntual la cual no pudo ser detectada por este método o
gue la delecion se encuentre en un exon que no fue incluido en la SALSA con la
qgue se realizod el MLPA. En todos los casos con delecion se repitié el estudio de
MLPA con una SALSA que contenia mas exones del gen, para la busqueda de
una delecién en cualquier otro exéon del gen NF1, que no estuviera incluido en la

SALSA que se utilizo inicialmente
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XIl.- DISCUSION

El gran tamafio del gen NF1 plantea un reto metodolégico para estudiar las
alteraciones moleculares a nivel génico y de este modo establecer un método
diagnéstico rutinario de la enfermedad. Ademas, la complejidad de la arquitectura
gendémica de 17ql1 que contiene secuencias homdlogas contiguas al gen NF1
plantea aun mas dificultades para el analisis metodoldgico de las alteraciones a
nivel génico. En este trabajo utilizamos el método de MLPA con el fin de
caracterizar las deleciones y duplicaciones que se encuentran presentes en el gen
NF1 en pacientes con neurofiboromatosis que acuden al Servicio de Genética del
Hospital General de México.

Los datos obtenidos nos permitieron identificar una delecion completa del gen NF1
en uno de los pacientes, lo que representa una delecion atipica. Este defecto
molecular es uno de los menos frecuentes de los observados en la NF1. En
general las deleciones totales NF1 representan de 5 a 10% de los casos, en
nuestra muestra solo uno de 40 presento la delecion total lo que significa un 2.5%
mas bajo que lo reportado internacionalmente. Este tipo de deleciones se presenta
con tamarfios diferentes y generalmente tiene puntos de ruptura variables que se
superponen en algunas ocasiones a las deleciones tipo 1 y tipo 2. En esta
delecién atipica encontramos los puntos de ruptura ubicados en el pseudogén
SUZ12P-1y el gen UTP6-14, conservando los genes SUZ12-10 y LRRC37B-1, los
cuales estan perdidos en la delecién tipo 2, que abarca 1.2 Mb y presenta puntos
de ruptura en los genes SUZ12 y su pseudogen SUZ12P (4). SUZ12 se separa de
NF1-REP C por 30 kb, mientras que existe una superposiciéon de 4 kb entre
SUZ12P y NF1-REP A. Aunque no se ha establecido una correlacién clara entre el
genotipo y el fenotipo en pacientes con NF1, sabemos que en los pacientes que
presentan deleciones completas del gen NF1 y en las que se involucran genes
adyacentes a éste, sufren una forma mas severa de la enfermedad que incluye
dimorfismo facial, retraso mental, inicio temprano de un gran numero de
neurofiboromas y un mayor riesgo para el desarrollo de tumores malignos de la

vaina de los nervios periféricos. En nuestro paciente se presentd Unicamente una

48


Veronica
Texto escrito a máquina


mayor cantidad de neurofibromas cutaneos y manchas café con leche, asi como
trastornos psiquiatricos, probablemente debido a que esta delecion no abarca los
genes REP-A 'y C, como en las deleciones tipo 1y 2.

Las deleciones intragénicas del gen NF1 encontradas en cuatro pacientes
representan 10% de las encontradas en nuestro estudio. En el paciente que
presentdé deleciones de los exones 17, 30 y 49, se realiz6 microarreglos de
hibridacion gendmica comparativa (CGH) para su confirmacion demostrando que
se perdieron 32 exones. Esto explicaria en este paciente el por qué se
presentaron una mayor cantidad de neurofibromas plexiformes y manchas café
con leche. El paciente 3 presenté delecién de los exones 17, 49 y 57, esta
delecion es méas pequefia que la anteriormente descrita ya que no presento
delecién en el exdn 30 y el fenotipo de los pacientes es muy similar a los otros dos
pacientes en los que solo se perdié un exon. Esta alteraciébn molecular no ha sido
reportada previamente lo que enriquece el espectro genotipico en la NF1.

La dltima delecion encontrada en nuestro estudio involucra al gen TRAF-4 o factor
4 asociado al receptor de necrosis tumoral, el cual no se ha encontrado perdido en
forma aislada en casos de neurofibromatosis, por lo que las caracteristicas clinicas
en nuestro ultimo paciente son atribuibles probablemente a una mutacién puntual
en el gen NF1 y no a la delecion de este gen TRAF-4. El papel de TRAF-4 ha
permanecido sin dilucidar, sin embargo en el caso de la pérdida de este gen en
ratones knock-out y se ha relacionado con alteraciones de la embriogénesis en la
formacion de la traquea, del esqueleto axial y del cierre del tubo neural (52).

En conclusién este estudio nos permitio identificar un nuevo espectro de
alteraciones moleculares del gen NF1 en la neurofibromatosis tipo 1. Encontramos
una porcentaje menor de deleciones totales en el gen NF1 (2.5%) que lo reportado
en la literatura mundial (5-10%). Detectamos por otro lado deleciones intragénicas
que no habian sido reportadas previamente, esto remarca la importancia de
realizar pruebas moleculares en distintas poblaciones para caracterizar en cada
una de ellas a nivel mundial lo que ocurre a nivel molecular en el gen NF1 en la
neurofiboromatosis. En el presente estudio no encontramos en los pacientes con

NF1 una asociacion entre la gravedad de los datos clinicos y la alteracion a nivel
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molecular, por lo que podemos considerar que no existe una relacion genotipo-
fenotipo. Sin embargo, quizas el tamafio de la muestra pudiera ser escaso para
ser contundentes con esta aseveracion, el incrementar la muestra para detectar un
namero mayor de deleciones totales nos permitiria tener mas certeza al respecto.
Empero, dada la frecuencia de este tipo de alteraciones observadas en el gen NF1
en la neurofibromatosis el tamafio de la muestra tendria que ser muy elevado.

Por otro lado, las pruebas moleculares que estan disponibles y se utilizan
actualmente son el protocolo de deteccidon de mutaciones que identifican mas de
95% de las mutaciones de NF1 en los individuos que cumplen los criterios
diagnésticos, caracterizado por manchas café con leche, efélides axilares e
inguinales, nddulos de Lisch, neurofibromas cutdneos y plexiformes, gliomas de la
via Optica, lesiones 0seas, tales como displasia de esfenoides y pseudoartrosis
tibial asi como riesgo de desarrollar tumores malignos de las vainas de los nervios
periféricos (53). Este protocolo de deteccion de mutaciones, implica el analisis
tanto de ARNm y ADN gendmico, incluye RT-PCR, la secuenciacion directa,
analisis de marcadores de micro satélites, MLPA, y FISH en interface. Debido a la
frecuencia de mutaciones en el sitio de splicing asi como la gran cantidad vy falta
de sitios calientes de las mutaciones individuales que se encuentran en las
personas con neurofiboromatosis tipo 1,(54,55,56) los métodos basados
exclusivamente en andlisis de ADN gendmico tienen tasas de deteccion mas bajos

ya que no detecta deleciones o duplicaciones.
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XIIl.- ANEXOS

ANEXO 1

Procedimientos

Extraccion de DNA de sangre periférica (28).
Extraer asépticamente 5 ml de sangre periférica.

Colocar la sangre en un tubo de ensaye con EDTA .

Identificacién de la muestra:

- Nombre completo, Institucibn de procedencia, Médico que solicita el
estudio, Datos clinicos.

Procedimiento :

1.-  Transferir 3 ml de sangre a un tubo cénico de 15 ml y agregar un volumen
igual de amortiguador TTS (Tris-Tritdbn-Sacarosa), el Tris con pH 7.6.

Invertir el tubo varias veces.
2.-  Centrifugar a 3000 rpm/ 6 minutos; decantar con cuidado.

3.-  Agregar al boton 1 ml de amortiguador TTS. Agitar resuspendiendo el botén

y pasar a un microtubo de 1.5 ml. Agitar hasta homogeneizar.

4.-  Centrifugar a 10,000 rpm / 2 minutos en microcentrifuga. Decantar, afiadir 1

ml de amortiguador TTS, resuspender.

5.-  Centrifugar a 10,000 rpm / 2 minutos en microcentrifuga (repetir de dos a

tres veces el paso anterior).

6.- Al botén limpio agregar 570 ul de NaCl 5mM. Agitar 2 minutos y colocar 30
ul de SDS (Dodecil Sulfato de Sodio) al 10 %. Agitar 5 minutos.
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Observar si hay consistencia viscosa y agregar 200 ul de NacCl saturado.

Agitar 10 minutos.
7.-  Centrifugar a 11500 rpm / 30 minutos a 4 °C

Decantar el sobrenadante a un tubo de 13 x 100 mm estéril.
8.-  Anadir 2 ml de etanol absoluto a -20 °C para precipitar el DNA.

9.-  Tomar el DNA con una varilla de vidrio, enjuagar el DNA con etanol al 70 %,
dejar evaporar el etanol en condiciones estériles y posteriormente
resuspender el DNA en un microtubo con 250 ul de agua estéril, colocar en

bafio maria a 60° C durante 2 hrs.

Andlisis espectrofotométrico, para cuantificacion de DNA.

En cuanto al analisis espectrofotométrico, éste consiste en determinar la
absorbancia de una dilucién 1:500 de la muestra a dos longitudes de onda (260
nmy 280nm). A partir de la lectura a 260 nm. (correspondiente a los &cidos
nucléicos), se calcula la concentracién de la muestra: concentracion de DNA
(ug/ul) = A 20 X (dilucién)™ x 0.05

1 D.O. 60 =50 pug de DNA/ml =0.05 pg/ul La cantidad total de DNA (en nug) se
calcula:ug totales de DNA = conc. (ug/ul) x volumen total (ul). Ademas la relacion
260/280 permite conocer si la muestra estd contaminada con proteinas,
considerando que la lectura a 280 nm, corresponde a la fraccion proteica. Una

relacion menor a 1.8 indica la presencia de proteinas.
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ANEXO 2

LEY GENERAL DE SALUD EN MATERIA DE INVESTIGACION PARA LA SALUD

TITULO SEGUNDO
De los Aspectos Eticos de la Investigacion en Seres Humanos

CAPITULO |

ARTICULO 14.- La Investigacion que se realice en seres humanos debera
desarrollarse conforme a las siguientes bases:
lll.- Se deberé realizar s6lo cuando el conocimiento que se pretenda producir no
pueda obtenerse por otro medio idéneo; (la Unica forma de conocer la frecuencia
de deleciones y duplicaciones en el gen NF1 en pacientes con Neurofibromatosis
tipo 1 del Hospital General de México es haciendo un estudio molecular en dichos
pacientes.
IV.- Deberan prevalecer siempre las probabilidades de los beneficiados esperados
sobre los riesgos predecibles; los beneficios para los pacientes es recibir un
asesoramiento genético adecuado cuando se tiene el diagnostico de certeza de la
enfermedad, y los riesgos son minimos al obtener una muestra de sangre
periférica.
V.- Todo paciente incluido en el estudio cuenta con un consentimiento informado,
firmado por el paciente, y dos testigos asi como del responsable de la
investigacion.
VI.- El estudio se realiza por personal médico especializado y personal paraclinico
con posgrado. Referido en el articulo 114 de este Reglamento.
VII. Se sometera a su autorizacion de la comisién de ética en investigacion del
Hospital General de México de conformidad con los articulos 31, 62, 69, 71, 73,y

88 de este Reglamento.
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ANEXO 3

HOSPITAL
4 gE GENERAL \
de MEXICO ) SAU{D‘
or councavcescs HOSPITAL GENERAL DE MEXICO B

SECRETARIA DE

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR
EN EL PROTOCOLO DE INVESTIGACION
ANALISIS DEL GEN NF1 MEDIANTE MLPA(AMPLIFICACION DE SONDA MULTIPLEX DEPENDIENTE DE
LIGAMIENTO) EN PACIENTES CON NEUROFIBROMATOSIS TIPO 1

Le estamos invitando a participar en el estudio llamado: Andlisis del gen NF1 mediante MLPA (amplificacion
de sonda multiplex dependiente de ligamiento) en pacientes con neurofibromatosis tipo 1, en el que se
buscan alteraciones en la informacién genética que pueden estar presentes en la enfermedad llamada
neurofibromatosis tipo 1.

OBIJETIVO

La neurofibromatosis tipo 1, es una enfermedad hereditaria, en la que se encuentran manchas de color café
claroy tumores de diferentes tamafos que se observan en la piel. El propdsito de este estudio es buscan
algunas alteraciones como pérdidas o ganancias en la informacidn genética, que pueden estar presentes en
esta enfermedad.

PROCEDIMIENTOS:

El estudio se llevara a cabo mediante la extraccién de 5 mililitros de sangre periférica (una cucharadita), a
través de la puncién en una vena, posteriormente se extrae el DNA (informacion genética individual) de
dicha muestra y se procede a la realizacion del estudio genético. Una vez terminado el estudio las muestras
restantes se desecharan conforme a los lineamientos que marca la institucidn.

POSIBLES RIESGOS Y MOLESTIAS:

Los riesgos que implica la puncién venosa, son dolor asi como la posible presencia de un moretén en la zona
donde se extrajo la sangre.

POSIBLES BENEFICIOS

En los casos en los que la neurofibromatosis sea debida a una pérdida o ganancia de material genético se
podra ofrecer a los familiares cercanos (hermanos e hijos del paciente) el diagnéstico genético.

INFORMACION DE RESULTADOS

Los resultados obtenidos positivos o negativos para las pérdidas o ganancias del material genético, se
entregaran por escrito, en un lapso no mayor a 6 meses.
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PARTICIPACION Y RETIRO

La participacién en el estudio es libre y voluntaria en caso de que surja cualquier duda, en relacién al
procedimiento del estudio, le serd explicada por el personal médico participante en dicho proyecto. En caso
de abandonar o no aceptar el estudio, no repercutird en la atencién médica que se le brinda en esta
institucion. En el caso de que decida abandonar el estudio, las muestras de sangre seran desechadas
conforme a los lineamientos que marca la institucién, siempre y cuando no hayan sido procesadas, en cuyo
caso los resultados no seran considerados en el estudio.

PRIVACIDAD Y CONFIDENCIALIDAD

Los datos personales y toda la informacidn relacionada con el estudio, sera resguardada por el investigador
y solo tienen acceso a ella, el personal médico que interviene en la atencidn del participante.

DECLARACION DE CONSENTIMIENTO

Yo acepto en forma voluntaria y previa informacion

detallada, de las caracteristicas del estudio, para que me sean practicados los estudios de ADN (material
genético individual) para tratar de identificar alteraciones genéticas que pudieran estar relacionas con mi
enfermedad o de mi familiar.

Los resultados de este estudio serdn manejados con estricta confidencialidad.

|:| Si autorizo a que se tome la muestra de sangre periférica para este estudio.

En caso de dudas o aclaraciones relacionadas con el estudio podra dirigirse a:

Comité de ética en investigacion Hospital General de México
Calle: Dr. Balmis No.148, Col. Doctores, Delegacion Cuauhtémoc
Ciudad de México. C.P. 06726, Tel: 2789 2000 ext. 1164 (55) 50 04 53 43

Dr. Sergio Alberto Cuevas Covarrubias
Investigador responsable tel. 27892000 ext. 1278
Correo electrénico: srgiocuevasunam@gmail.com

Nombre Participante Firma
Fecha

Nombre testigo Firma
Fecha

Parentesco
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Nombre testigo Firma
Fecha

Parentesco

Nombre responsable Firma

Fecha
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