UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE MEDICINA
DIVISION DE ESTUDIOS DE POSGRADO

INSTITUTO NACIONAL DE CIENCIAS MEDICAS Y NUTRICION SALVADOR
ZUBIRAN

DEPARTAMENTO DE GENETICA DR. RUBEN LISKER

“ESTUDIO CLINICO Y MOLECULAR EN PACIENTES CON
NEOPLASIA ENDOCRINA MULTIPLE TIPO 1”

TESIS
PARA OBTENER EL TiTULO DE ESPECIALISTA EN
GENETICA MEDICA

PRESENTA:
Samantha Solis Vidal

Tutor de tesis:
Dr. Osvaldo M. Mutchinick B.

Asesor técnico:
QFB. Yevgeniya Svyryd

Ciudad de México. Enero 2019.




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



A la memoria de:

Olga Maria de los Santos Castros y Esperanza Brito Yafiez.

Mis amadas abuelitas.

“Antes pensabamos que el futuro estaba en las estrellas,
ahora sabemos que estéa en los genes.”

James Watson.



Agradecimientos

A mis padres, hermana y toda la familia Vidal por su constante aliento, fortaleza y amor

durante estos afios de residencia, en especial Rosa y Cinthia.

Al Dr. Osvaldo M Mutchinick, asesor de tesis, maestro de especialidad y lecciones de vida,
gracias por las ensefianzas y consejos recibidos en esta nueva aventura que emprendi hace 3
Ilamada genética, por otorgarme un lugar en su departamento y brindarme todas las
facilidades para desenvolverme.

Mi asesora técnica la QFB. Yevgeniya Svyryd por su paciencia, sugerencia y
recomendaciones para lograr este bonito trabajo final.

A la Dra. Tusie y a la M en C. M. Yayoi Segura del departamento de Medicina Gendémica
del INCMNSZ, por la secuenciacion del gen MEN1 vy colaboracién con nuestro

departamento.

A mis hermanos en la genética Jhonatan e Isaac por hacer de esta residencia un bello lugar,
Ileno de risas y alegrias; al Dr. Morales por su caracter inusual que hace amena la consulta

y sesiones del departamento.

A mis deméas compafieros y amigos de residencia Genaro, Valeria, Adriana, Isay, Yunuem,
Vania, Jorge, Edmar, Andrea, Yuki e Ivan; la Dra. Arteaga por el apoyo constante; las
quimicas del departamento de biologia molecular y citogenética, la TS. Leonora Luna por

su disposicion en todo momento Y secretarias Vero y Miri.

Al Dr. Carlos A. Tovilla por inducirme al mundo de la investigacion durante mis afios

universitarios. A Imelda, Laura, Carolina y Stephany mis queridas amigas de universidad.

A mi nueva pequefia familia (Diego y mi futuro bebé) por su amor constante y darme el

ultimo empujon en estos dias.

Todo lo que soy y lo que espero ser lo debo solo a Dios.



RESUMEN

Introduccion. La Neoplasia Endocrina Multiple tipo 1 (NEM1) es una enfermedad
genética caracterizada por la presencia de dos 0 mas tumores neuroendocrinos en hipofisis,
paratiroides y tracto gastrointestinal. Tiene una prevalencia de 1 en cada 30,000 individuos.
Las mutaciones en linea germinal en el gen supresor de tumor MENL1 y posterior pérdida de
heterocigosidad a nivel somatico llevan al desarrollo de tumores caracteristicos de NEML1.
Hasta un 90% de los casos presentan antecedentes familiares y un 10% son casos de novo.
En el diagndstico molecular, la técnica de primera eleccion es la secuenciacion directa del
gen MENL1, que detecta en general hasta un 90% de mutaciones en los casos familiares y un
65% en los esporadicos. En los pacientes con secuenciacién negativa se recomienda
realizar la basqueda de deleciones grandes mediante la técnica de Amplificacion de Sondas
Mudltiple dependiente de Ligacion (MLPA).

Objetivo. Determinar las alteraciones moleculares del gen MEN1 mediante secuenciacion
directa y MLPA y describir las caracteristicas clinicas en una serie de pacientes de la
consulta del Instituto nacional de Ciencias Medicas y Nutricién Salvador Zubiran
(INCMNSZ) con diagnéstico clinico de NEML1.

Materiales y Meétodos. Se realizd la basqueda e identificacion de pacientes con el
diagnostico clinico de NEML1 en el archivo historico del INCMNSZ en el periodo del 1998
a 2018. Se colectaron datos sobre la edad, sexo, edad al diagnéstico, antecedentes heredo-
familiares, el tipo de manifestaciones clinicas de NEM1 vy caracteristicas clinicas
adicionales. La buasqueda de mutaciones en el MEN1 se realzdé mediante la secuenciacion
directa del ADN gendémico de sangre periférica. En el caso de no detectar mutaciones se
procedio con la basqueda de deleciones grandes del gen mediante MLPA

Resultados. Se identificaron 23 pacientes con el diagnostico clinico de NEM1. En 10
(43%) casos se confirmd el antecedente heredo-familiar de la enfermedad. Las alteraciones
génicas en el gen MEN1 se encontraron en 14 (60%) pacientes, siendo las mutaciones
puntuales las mas frecuentes (9/14), seguidas por deleciones, duplicaciones o inserciones de
1-2 pb (5/14). No se detectaron rearreglos grandes. La edad al diagnostico de la primera
manifestacion clinica fue significativamente menor en pacientes con mutaciones en MEN1
(34.5 + 8.9 vs 45.0 £ 14.4 afos; p ¢ swdent <0.05). Las tres manifestaciones clinicas clésicas
de NEM1 juntas fueron encontradas con mayor frecuencia en pacientes con mutaciones a
diferencia de los que tienen la variante silvestre el gen (y°=5.53, p=<0.05). El
hiperparatiroidismo primario aislado, adenoma hipofisiario o tumor neuroendocrino del
tracto gastro-entero-pancreéatico fueron diagnosticadas a edades menores en pacientes con
mutaciones en MENL1 que en los pacientes sin alteraciones detectadas en este gen, aunque
solo para la primera fue estadisticamente significativo (34.9 +9.2 vs 45.3+15.3, p<0.05;
38.1+14.1vs 42.7+13.6, p=0.486; y 37.7+12.9 vs 50.848.3, p=0.072, respectivamente).
Conclusiones. Este trabajo es el primer registro de alteraciones genéticas asociadas a
NEML1 en una serie de pacientes mexicanos. La presentacion de alteraciones en el gen
MENL se relaciona en general con el inicio mas temprano de los sintomas. Por los cual es
importante la realizacion del diagnéstico molecular de NEM1 para la identificacion
oportuna de los familiares en riesgo.

Palabras claves: Neoplasia Endocrina Multiple tipo 1, mutaciones en gen MEN1, menina



ABSTRACT

Introduction. Multiple Endocrine Neoplasia type 1 (MEN1) is a genetic disease
characterized by the presence of two or more neuroendocrine tumors in the pituitary gland,
parathyroid gland, and gastrointestinal tract. It has a prevalence of 1 in every 30,000
individuals. Germline mutations in the MEN1 tumor suppressor gene and subsequent loss
of heterozygosity at the somatic level lead to the development of tumors characteristic of
MEN1. Up to 90% of cases have a family history, and 10% are de novo cases. For
molecular diagnosis, the technique of the first choice is the direct sequencing of the MEN1
gene, which detects up to 90% of mutations in familial cases and 65% in sporadic ones. In
patients with negative sequencing, the search for large deletions is performed using the
MLPA technique.

Objective: The main goal of this study is determine the molecular alterations of the MEN1
gene through direct sequencing and MLPA and to describe the clinical characteristics in a
series of INCMNSZ patients with a clinical diagnosis of MEN1.

Materials and methods: The search and identification of patients with the clinical
diagnosis of MEN1 were carried out in the historical archive of the INCMNSZ covering the
period from 1998 to 2018. Clinical and demographic variables were included: age, sex, age
at diagnosis, family history, diagnostic characteristics for MEN1 and additional clinical
characteristics. Direct sequencing and MLPA were used for mutation and deletions
scanning of MEN1 gene.

Results: We identified 23 patients with the clinical diagnosis of MENL1. The family history
of the disease was confirmed in 10 (43%) cases. Gene alterations in the MEN1 gene were
found in 14 (60%) patients, with point mutations being the most frequent (9/14), followed
by deletions, duplications or insertions of 1-2 bp (5/14). No large rearrangements were
detected. The age at diagnosis of the first clinical manifestation was significantly lower in
patients with mutations in MEN1 (34.5 £+ 8.9 vs 45.0 + 14.4 years; Student p <0.05). The
three classic clinical manifestations of MEN1 were found together more frequently in
patients with mutations then in patients without genetic alterations in MEN1 (2 =5.53, p =
<0.05). Hyperparathyroidism, pituitary tumors or gastroenteropancreatic neuroendocrine
tumors were diagnosed at younger ages in patients with mutations in MEN1 than in patients
without alterations detected in this gene. Although, only for the first one it was statistically
significant: 34.9 £ 9.2 vs 45.3 + 15.3 years, p <0.05; 38.1 + 14.1 vs 42.7 £ 13.6 years, p =
0.486; and 37.7 = 12.9 vs 50.8 + 8.3 years, p = 0.072; respectively).

Conclusions. This work is the first record of genetic alterations associated with MENL1 in a
series of Mexican patients. The presentation of alterations in the MENL1 gene is generally
related to the earlier onset of symptoms. It is important to carry out the molecular diagnosis
of MENL1 for the timely identification of family members at risk.

Keywords: Multiple Endocrine Neoplasia type 1, MEN1 gene mutations, menin.



Abreviaturas

ACTH: hormona adrenocorticotropica.

ADN: &cido desoxirribonucleico.

ADNg: &cido desoxirribonucleico genomico

ARNmM: &cido ribonucleico mensajero.

CIE10: clasificacion internacional de enfermedades 10.

HC: hormona de crecimiento.

HPTP: hiperparatiroidismo primario.

HPTPA: hiperparatiroidismo primario aislado.

INCMNSZ: Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran.
MiIRNA/ miR: micro ARN en sus siglas en ingles.

MLPA: amplificacion de sonda dependiente de ligandos multiples, por sus siglas en ingles.
NE: no especificado.

NEML1: Neoplasia Endocrina Multiple tipo 1.

PRL.: prolactina.

SLN: sefiales de localizacion nuclear.

TC: tumores carcinoides.

TNE: tumores neuroendocrino.

TNEP: tumores neuroendocrinos de pancreas.

TSH: hormona estimulante de tiroides, en sus siglas en ingles.

T-TGEP: tumores del Tracto Gastro-Entero-Pancreatico.
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1. MARCO TEORICO

1.1. Antecedentes historicos.

En 1903 Jacob Erdheim, distinguido pat6logo austriaco, fue quien por primera vez
describi6é la autopsia de un hombre con acromegalia, presencia de tumor hipofisario y
adenomatosis paratiroidea [Erdheim, 1903.]. En afios posteriores se han descrito varios
casos de presentacion conjunta de adenomas o hiperplasias de glandula pituitaria, glandula
paratiroidea y pancreas [Carney, 2005]. En 1929, Lloyd, al reportar un caso de adenoma
pituitario inoperable, comentd que los cambios anatomicos de los tres tejidos endocrinos
estan relacionados, pero que no hay evidencia suficiente para concluirlo [Lloyd, 1929]. En
1953, un grupo de pat6logos de la Clinica Mayo encabezado por Laurentius Underdahl
reportaron una serie de 8 casos describiendo el sindrome de adenomas multiples: pituitaria,
paratiroidea y de islotes pancreaticos [Underdahl et al., 1953]. A pesar de que 5 de sus
pacientes tenian historia familiar de al menos un caso relacionado, los investigadores no
indicaron un posible origen genético de la enfermedad. Un afio después, Paul Wermer,
meédico cirujano del Hospital Presbiteriano de Nueva York, reporta una familia de dos
generaciones con adenomas endocrinos mdltiples, afirm6 que la afeccion de las tres
glandulas endocrinas es de un mismo origen patogénico, y propuso el origen genético de
adenomatosis endocrina mdaltiple con un modo de herencia autosémica dominante
[Wermer, 1954]. En 1964, en un debate sobre el origen de los tumores pancreéaticos,
Wermer afirmé: “Tenemos todas las razones para pensar que la causa del sindrome es la
accion de un gen mutado que es dominante, acarreado por un autosoma y que es de alta
penetrancia” [Wermer, 1963; JAMA Medical News, 1964]. Debido a las aportaciones
realizadas por el catedratico neoyorquino, el sindrome fue conocido por el epénimo de
Sindrome de Wermer, con la descripcidn de la triada clasica de las P: tumores paratiroideos,
pituitarios y pancreaticos [revisado en Falchetti, 2017]. Posteriormente se propuso un
nuevo nombre que se ha usado desde entonces: Neoplasia Endocrina Mdltiple tipo 1
(NEML1) [Steiner et al., 1968].

En 1988 en la revista Nature, Catharina Larsson del Departamento de Genética Clinica
del Hospital Karolinska, reportd la localizacion de la regién génica ligada a NEM1
ubicandola en el brazo largo del cromosoma 11 al lado del gen PYGM [Larsson et al.,

1988]. Posteriormente, Camilla Bystrom junto con Catharina Larsson y col.(1990)



franquearon la region en el brazo largo del cromosoma 11 en la banda 13, donde se ubica el
gen MENL1 confirmando la asociacion del mismo con NEM1. EI gen MENL1 fue identificado

por primera vez en 1997 por Chandrasekharappa y colaboradores (1997).

1.2. Definicion.

NEM1 es una enfermedad genética, autosomica dominante, causada por mutaciones en
el gen supresor de tumores MEN1. Caracterizada por la presencia de tumores de glandula
paratiroides, tracto gastrointestinal e hipofisis anterior, ademas de tumores no
neuroendocrinos, mas de 20 combinaciones de tumores se reportan en esta entidad [Turner
et al., 2002; Frost et al., 2018].

1.3. Epidemiologia.

En estudios postmorten la incidencia de NEML1 se estima de 0.25%, en pacientes con
hiperparatiroidismo primario de 1 al 18%, en pacientes con gastrinomas del 16 al 38% y en
pacientes con tumores hipdéfisiarios hasta un 3%. [Thakker et al., 2012]. Se presenta en casi
todas las edades con un rango de 5 a 81 afios. [Thakker et al., 2012; Vannucci et al., 2018].
La penetrancia de las manifestaciones clinicas oscila entre el 80 al 98% de los pacientes
con NEML1 a la edad de 50 afios. Hasta un 90% de los casos presentan historia familiar y
del 8 al 14% son esporadicos, de éstos aproximadamente el 10% tienen mutaciones de novo
en el gen MENL1 [Thakker et al., 2012].

1.4. Gen MENL1, menina, funciones y vias de regulacion.

1.4.1. Caracteristicas generales del gen MEN1.

El gen MEN1 es un gen supresor de tumores, se localiza en el brazo largo del
cromosoma 11 (Figura 1), en la region g13.; tiene 10 exones [Turner et al., 2002], abarca 9
kb [Owens et al., 2008] y codifica para una proteina llamada menina la cual tiene dos

isoformas. Una que abarca un fragmento de 1830 pb que codifica para una proteina de 610



aminoacidos y la otra de 1845 pb que codifica para una proteina de 615 aminoacidos,
siendo la primera la més comun [Falchetti, 2017].
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Figura 1. Estructura del cromosoma 11 y localizacidn del gen MENL1. [Modificada de Genecards.]

1.4.2. Caracteristicas de la proteina menina, localizacion, expresion y funciones.
La proteina menina presenta tres sefiales de localizacion nuclear (SLN) cerca del
extremo carboxilo. El extremo carboxilo terminal se encuentra codificado por secuencias

que son esenciales para la regulacién de la expresién génica y que se superponen con las
SLN [La, 2007].

Figura 2. Estructura cristalografica de la proteina
menina. Isoforma 1. UniProtKB-000255
[modificada de MEN1_HUMAN].

Menina no muestra similitud con ninguna otra proteina humana conocida, se expresa
en todos los tejidos (Figura 3) y participa en la regulacién del ciclo celular, regulacion de la
transcripcion, reparacion del ADN y apoptosis [Vijayaraghavan et al., 2014]. Se localiza
principalmente en el ndcleo, interactia con una variedad de factores de transcripcion y
proteinas modificadores de la cromatina, como AP1 factor de transcripcién JunD; proteinas

NFnB p50, p52 y p65; proteinas Pem que contienen homeobox, TGFf proteina inducible de



Smad3, BMP-2 proteina inducible de Smadl, Smad5 y Runx2, co-rrepresor mSin3A; y del
complejo de proteinas COMPASS-like MLL1/MLL2 [Agarwal et al., 2007]. Estas
interacciones de menina con proteinas reguladoras transcripcionales pueden producir una
supresion o efecto potenciador sobre la expresién génica, por lo tanto la regulacion

transcripcional parece ser una actividad fisioldgica de menina.

1.4.3. Interaccién de menina con otros genes.

Argarwal y colaboradores (2007) estudiaron las interacciones del gen menina con otros
genes, ya que la menina no posee un dominio de union al ADN, se cree interactta con el
ADN a través de otros blancos, dentro de las categorias de genes los mas sobresalientes
fueron 51% los asociados al metabolismo celular, 33% al metabolismo de macromoléculas
y 7% a los asociados al ciclo celular. En la tabla 1, se muestran los principales genes que
interactian con MENL1 ya sea como regular o diana y en la figura 3 se observan los niveles

de expresion del gen tejido especifico.

Tabla. 1. Genes que interactian con MEN1.

GEN
APP PROTEINA PRECURSORA AMILOIDE.
DDR?2 RECEPTOR 2 QUE CONTIENE EL DOMINIO DISCONTINA.
DSCRILI REGION CRITICA DE SINDROME DOWN LIKE-1.
Hoxal0 HOMEOBOX A10.
PRDX4 PEROXIREDOXIN 4.
SEC234 HOMOLOGO A DE Sec23 (Saccharomyces cerevisiae).
INIHIBIDOR DE LA SERINA (O CISTEINA) PROTEINASA, CLADO
SERPINH1 H (PROTEINA DE CHOQUE TERMICO 47), MIEMBRO I,
(PROTEINA DE UNION AL COLAGENO 1).
SKI V-Ski, ONCOGEN HOMOLOGO DEL SARCOMA VIRAL (Aviar).
STS SUPRESION DE TUMORIGENICIDAD 5.
TRAPI PROTEINA ASOCIADA AL RECEPTOR DEL FACTOR DE

NECROSIS TUMORAL- TIPO 1.

Los genes descritos en la tabla anterior corresponden a factores de transcripcion, segundos mensajeros,
homeobox & supresores de tumores; involucrados en distintas vias del ciclo celular [Imagen modificada de
Agarwal et al., 2007].



1.4.4. Participacion en la regulacion del ciclo celular.

La menina regula directamente la expresion de los genes inhibidores de las cinasas
dependientes de ciclinas (CDK), CDKN1B que codifica para p27 y CDKN2C que codifica
para p18 y posiblemente otros inhibidores de CDK sobre todo a nivel de células endocrinas
[Karnik et al., 2005]. Estos autores determinaron que la menina se une in vivo a regiones
especificas de promotores proximales de p27 y pl8 en células endocrinas pancreéticas,
observando que la perdida simultanea de la funcion de p27 y p18 en ratones conduce a un
espectro de tumores similares al observado en pacientes con NEM1. Ademas, se ha
sugerido que las cinasas inhibidoras de CDKSs sirven como reguladores esenciales de

crecimiento en tejidos neuroendocrinos [Milne et al., 2005; Chen et al., 2006].

1.4.5. Participacion en procesos de dafio y reparacion del ADN.

Menina desempefia funciones especificas del tejido a nivel de la replicacion y
reparacion del ADN, inhibiendo la transcripcion mediada por JunD, se ha visto que en
linfocitos de individuos con variantes patogénicas en estado heterocigoto, muestran
division prematura del centrdmero e hipersensibilidad a los agentes alquilantes. Lo que
sugiere que podria ser un regulador negativo de la proliferacion celular después del dafio al
ADN [Giusti et al., 2005].

1.4.6. Participacion en la regulacién de la metilacion.

El mecanismo de accion de menina es a través de la unién a los factores de
remodelacion de cromatina, incluyendo metiltransfereasas de histonas y desacetilasas de
histona. Especificamente, menina interactda con el complejo de metiltransferasa de histonas
que contiene la proteina de leucemia de linaje mixto (MLL) y promueve la trimetinacion de
la histona H3 de lisina 4 (H3K4) en los loci de los genes HOXA9, CDKN2C y CDKN1B
[La et al., 2007]. Por lo tanto, puede regular la expresion génica al influir en la estructura
de la cromatina, incluyendo modificacion de histonas. Menina forma un complejo con
MLL2 y regula su actividad metiltransfersa. MLL y MLL2 asociados a menina se unen a
elementos cis-reguladores proximos del promotor para mantener la expresion de genes
diana como p27 y p18 [Ringrose y Paro, 2004; Milne et al., 2005]. Karnik y cols (2005)

observaron que la menina podria funcionar como un coactivador transcripcional en


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chen%20YX%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16415155
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ringrose%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15568982
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promotores especificos de p27 y pl8 demostrando la asociacion de menina con la
trascripcion de activadores y represores.

La menina podria regular otras modificaciones que controlan la expresion de genes
neuroendocrinos, se sugiere que la metilacion de la H3K4 antagoniza la metilacion de CpG,
se cree un medio importante para reprimir la actividad de promotores. La H3K4 interrumpe
la union de la remodelacion nucleosomal y desacetilacion [Nishioka et al.,2002; Zegerman
et al., 2002; Sanchez-Aguilera et al., 2004].

1.4.7. Participacion en la regulacion de apoptosis mediada por Caspasa 8.

La caspasa 8 es un componente crucial de la via de apoptosis inducida por lingandos de
muerte celular. La disrupcion dirigida en ratones de caspasa 8, conducen a defectos en la
apoptosis de linfocitos y letalidad embrionaria [Varfolomeev, 1998; Chen 2006; Schnepp,
2008]. Debido a que la caspasa 8 se encuentra disminuida en algunos tipos de tumores,
puede jugar un papel en la supresién de la tumorogénesis potenciando la apoptosis inducida
por receptores/ligandos de muerte [La, 2007]. La expresion de caspasa 8 es silenciada
debido a la hipermetilacién del ADN en el locus del neuroblastoma [Teitz, 2001; Takita,
2002] que conduce a resistencia de las células tumorales a la apoptosis inducida por
ligandos de muerte.

La expresion de caspasa 8 dependiente de menina es relevante para la tumorigénesis en
el sindrome de MEN1. Menina regula la expresion de caspasa 8 y promueve la apoptosis
inducida por TNF-a. Las mutaciones de MEN1 hacen que menina pierda su capacidad de
unirse al locus de la caspasa 8 y no pueda inducir la expresion de la misma y en
consecuencia la apoptosis mediada por TNF-a. Estos hallazgos sugieren que menina
suprime la tumorigénesis, al menos en cierta parte, a través de una pre-regulacién sobre la

expresion de caspasa 8 [La et al., 2007].

1.4.8. Participacion en el control de tumorigenésis
La menina inhibe la tumorigenésis a través de tres mecanismos principales:
1) Interaccion directa con varios factores de transcripcion (ejemplo: JunD, NF-
kB, PPARgamma, VDR) induce o reprime la transcripcion génica.

2) Interaccion con enzimas modificadoras de histonas (MLL, HDACs y EZH?2).



3) Interactua directamente con promotores de genes y actla como un factor de

transcripcion de si mismo. La figura 4 muestra un esquema de los principales

mecanismos de control para la tumorigenesis.
Los tumores en NEM1 tienen una mutacién somatica y una mutacion germinal,

consistente con la hipotesis del doble Hit de Knudson, debido al rol de gen supresor de

tumores en la oncogénesis. [Falchetti, 2017; Frost et al., 2018].
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Figura 4. Via de accion de menina en los mecanismos de tumorogenésis. Se muestra las principales
via de interaccion para el desarrollo de la tumorogenésis, podemos observar la activacion o inhibicion de
vias como KRAS, AKT y B-Catenina involucradas en la proliferacion celular, activacion de factores de
transcripcion: JunD, interaccién con proteinas activadoras de histonas MLL y diversos genes: PRMTS y

SMAD3. [Imagen modificada de Frost, et al., 2018].

1.4.9. Regulacion de la expresion de menina por miRNAs
Los microRNAs (MiRNAs) una clase evolutivamente conservada de reguladores

postranscripcionales, son pequefias secuencias de ARN de 22 nucleétidos que regulan la
expresion del ARN mensajero (ARNm), tiene como blanco la region 3"-UTR, inhibiendo la



traduccion y/o la degradacion del ARNm, evidencia reciente sugiere que regulan procesos
biologicos en los islotes pancredticos [Vijayaraghavan et al., 2014].

El miR-24 es un MiRNA que regula la produccion de insulina al tener como blanco a
los represores de la transcripcion de insulina Sox6 y Bhlhe22. La interaccion de miR-24 y
ARNmM de MEN1 se ha descrito, Luizi y col encontraron una correlacion inversa entre la
menina y la expresion de miR-24 en los tejidos de adenomas paratiorideos en MEN1 [Luzi
y Brandi, 2011]. Vijaraghavan y col (2014) describieron que miR-24 disminuye los niveles
de menina expresados en los islotes pancreaticos, afectando la produccion de los
inhibidores del ciclo celular p27 y p18, sugiriendo que miR-24 regula los niveles de menina
y procesos de proliferacién. Un analisis de ChIP demostr6 asociacién directa entre menina
y el promotor de miR-24 [Luzi y Brandi, 2011]. Diversos estudios han demostrado
evidencia de un ciclo de retroalimentacion negativa entre miR-24 y menina que imita la
hipotesis de Knudson, proporcionando una explicacion especifica para la tumorigénesis
para NEM1 [Luzi y Brand, 2011; Vijayaraghavan et al., 2014].

Ouyang y col (2015) informaron que el ARNm de Menl estd dirigido y regulado
negativamente por miR-29b, demostraron que este miR reprime la traduccion del ARNm de
Menl a proteina menina, afectando la homeostasis del epitelio intestinal reduciendo la
apoptosis en estas células.

1.4.10. Mutaciones en el gen MENL1.

Mas del 90% de los pacientes con NEM1 presentan mutaciones germinales en MEN1
[Frost et al., 2018]. Mas de 1000 mutaciones diferentes en linea germinal se han descrito a
lo largo de la region codificante y sitios de splicing del gen MEN1. No se han descrito
regiones hot-spot, y tampoco correlaciones entre las mutaciones y las caracteristicas
fenotipicas espesificas en pacientes y familias [Falchetti, 2017].

Se estima que el mayor nimero de mutaciones son deleciones o inserciones frameshift
40%, seguida del 21% de mutaciones nonsense, 19 %, 9% deleciones o inserciones in-
frame, 7% de mutaciones en el sitio de splicing [Turner et al., 2002], del 1 al 4% son
grandes deleciones detectadas por andlisis de Southern Blot u otro procedimiento de dosis
génica. Variantes polimérficas se han descrito de igual manera [Falchetti, 2017].
Recientemente se han reportado mutaciones intronicas que afectan el sitio de splicing y

podrian estar involucradas en el la etiologia de hasta un 10% de casos de NEM1 en los que
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no se detectaron mutaciones en las regiones codificantes [Lemos et al., 2007; Raghavan et
al., 20071].

Més del 80% de los NEM1 familiar tiene una mutacion Unica. Aun que se ha
observado que 5 mutaciones que representan el 17 %de todas las mutaciones germinales
consisten en deleciones, inserciones 0 mutaciones missensen, involucran los codones 83-
84, 118-119, 209-211, 4180 y 516. [Turner et al., 2002].

Del 5 al 10% de los pacientes de NEM1 pueden presentar mutaciones en otros genes
involucrados en la misma via molecular de la proteina menina, entre ellos tenemos el gen
AIP y cuatro genes inhibidores de cinasas dependientes de ciclinas: CDK1A (pl5),
CDKN2C (p18), CDKN2B (p21) y CDKN1B (p27). [Falchetti, 2017]. De estos genes el gen
CDKN1B es donde se han descrito mas mutaciones patogénicas, Cusan y Cols (2018)

describen 15 mutaciones en este gen causantes de NEM 1.

10



1.5. Caracteristicas clinicas de NEM1.
1.5.1. Criterios diagndsticos.

e La presencia de dos de tres tumores asociados al espectro NEM1.

e Lapresencia de HPTPA y un tumor del espectro asociado.

e La presencia de una variante patogénica en estado heterocigoto del gen MEN1.

La figura 5 muestra las principales caracteristicas clinicas asociadas a NEM1.

Meningiomas

Angiofibromas Faciales Hipofisis

Timo
Arbol Bronquial
Corteza Adrenal
Corteza Medular
Lipoma
Colagenoma Pancreas

Tracto Gastrointestinal

Ve a -

Figura 5. Sitios de presentacion de manifestaciones clinicas en el espectro de NEM1. Las caracteristicas
clinicas de la triada clésica estan sefialadas con linea verde. Los tumores asociados a NEM1 se presentan en
varias partes del cuerpo, por frecuencia >90% de los pacientes hacen HPTPA, del 60-80% hacen tumores del
TGEP, del 40-60% hacen AH, del 10-15% tienen tumores carcinoides (en timo, bronquios, duodeno), del 20-
40% presentan tumores de la corteza suprarrenal, ademas en raras ocasiones pueden estar involucrados la piel

y SNC. [Modificado de Frost et al., 2018].
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1.5.2. Hiperparatiroidismo primario

El HPTPA es causa de tumores paratiroideos, es la manifestacion mas frecuente
[Thakker et al., 2012], se presenta en el 100% de los pacientes a la edad de 50 afios [Frost
et al., 2018]. Tiene una edad de presentacion tipica entre los 20 y 25 afios, la principal
manifestacion clinica es la hipercalcemia, sin embargo, los pacientes suelen cursar un largo
tiempo asintomatico.

Las manifestaciones clinicas de hipercalcemia son:

e Sistema nervioso central: alteraciones del estatus mental, incluyendo letérgia,
depresion, confusion (raro observar obnubilacion y coma).

e Gastrointestinales: anorexia, constipacion, nauseas y vomito.

¢ Renales: disuria, deshidratacion, hipercalciuria y calculos renales.

e Esqueléticas: incremento de la reabsorcion 6sea con incremento del riesgo de
fracturas.

e Cardiovasculares: causa 0 exacerbacion de la hipertension, acortamiento del

intervalo QT.

Figura 6. Imagen por resonancia magnética de la glandula paratiroidea con
adenoma. Corte transversal, izquierda. Corte longitudinal, derecha. Las flechas en rojo
estan sefialando el adenoma paratiroideo. [Tomado de Kim, 2017].

La hipercalcemia incrementa la secrecion de gastrina en gastrinomas, precipitando o

exacerbando los sintomas del sindrome Zollinger-Ellison [Norton et al., 2008].

A nivel patoldégico es comdn la enfermedad paratiroidea multiglandular con
agrandamiento de las paratiroides, en lugar de adenomas Unicos; los adenomas se

consideran tumores esporadicos de origen clonal [Marx, 2001]. Mutaciones somaticas en
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MEN1 son responsables hasta del 20% de tumores aislados de paratiroides. El riesgo de
carcinoma paratiroideo es raro [del Pozo et al., 2011].

1.5.3. Hipdfisis Anterior

Los tumores hipofisarios se presentan con una frecuencia aproximada del 40% de los
pacientes suelen ser adenomas. Son la primera manifestacion de la enfermedad hasta en un
25% de los casos aislados y 10% de los familiares [Verges et al., 2002].

Aproximadamente un 90% son secretores de prolactina, hormona de crecimiento (HC)
0 hormona adrenocorticotropica (ACTH) y el 10 % restante no son funcionales [Frost et
al., 2018], del 65 a 85% suelen ser macroadenomas [Brandi et al., 2001; Verges et al.,
2002]. Se reporta una mayor frecuencia en mujeres 50% contra un 31% en hombres
[Thakker et al., 2012]. Es raro observar més de un adenoma simultdneo en un solo
individuo [Al Brahim et al., 2007], sin embargo, la presencia de multiples adenomas es

significativamente mas frecuente [Trouillas et al., 2008].
Las manifestaciones clinicas de dependiendo las hormonas hipofisarias.

e Prolactina: galactorrea y amenorrea en mujeres; diminucion del libido e impotencia.

e ACTH: hipercortisolismo, se ha descrito en nifios en edades de 11 a 13 afios la
presencia de Enfermedad de Cushing [Matsuzaki et al., 2004].

e HC: gigantismo y acromegalia [Stratakis et al., 2002].

e Hormona foliculo estimulante: reduccién de libido y disfuncion eréctil en hombres
[Sztal-Mazer et al., 2008].

e Efectos de compresion: cefalea, compresién de nervios o hipopituitarismo [Thakker
etal., 2012].

En cuanto al riesgo de progresion a cancer, se ha reportado que tanto un aumento en la
invasion, como la degeneracion a malignidad, no son frecuentes [Verges et al., 2002]. Solo
existen reportes ocasionales de casos [Benito et al., 2005; Gordon et al., 2007; Thakker et
al., 2012].

Mutaciones somaticas en MEN1 son responsables hasta del 4% de tumores aislados de

hipdfisis anterior.
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1.5.4. Tumores del Tracto Gastro-Entero-Pancreatico.

Tumores neuroendocrinos de pancreas (TNEP). Los tumores neuroendocrinos de
pancreas (TNEPs) tiene una incidencia de 0.48% por 100,000 personas en Estado Unidos
de América, usualmente son esporadicos. Mutaciones somaticas en MEN1 son responsables
hasta del 40% de TNEPs aislados. Como componente de sindrome hereditario, se encuentra
asociado a NEM1 con una prevalencia del 30-80% de los casos, en la enfermedad de von
Hippel-Lindau con aproximadamente un 15%, en Neurofibromatosis tipo 1 menos del 10%
y en el Complejo de Esclerosis Tuberosa menos del 1%. [Frost et al., 2018].

Existen dos formas de TNEPs descritos en NEM1:

e Los TNEPs secretores de hormonas polipeptidicas.

e Los TNEP no secretores.

Figura 7. Corte transversal de Resonancia magnética de
multiples TNEP. Las flechas blancas sefialan un TNEP en
un paciente con NEM1 [modificada de Frost et al.].

TNEPs 60% secretan hormonas polipeptidicas como gastrina, insulina, glucagon y
péptido intestinal vaso activo (VIP). Los tumores no secretores (TNS), caracterizados por la
ausencia de produccion o liberacion de péptidos neuroendocrinos [Giudici et al., 2017] son
el 40% restante de los TNEPs [Frost et al., 2018].

La penetrancia de los TNEPs en NEML1 es alta alcanzando el 80-90% a los 60 afios de
edad, de manera similar al HPTP [Giudici et al. 2017].

Entre las multiples manifestaciones tenesmos: multiples ulceras gastricas y duodenales,
hipoglucemia con convulsiones, intolerancia a la glucosa y sindrome de diarrea acuosa con

alcalosis hipopotasemica [Giudici et al. 2017].

14



Gastrinoma: se manifiesta como sindrome de Zollinger-Ellison con hipersecrecién de
gastrina. La microadenomatosis de pancreas suele estar relacionada esta se caracteriza por
macrotumores (gastrinomas) con diametro mayor de 1 cm y es distintiva de pacientes
NEM1 [Giudici et al.,, 2017]. Los gastrinomas pequefios <1% suelen localizarse en
duodeno, el 80% dentro de la 1ra y 2da porcién de duodeno [Hoffmann et al.; 2005], se
asocian a cambios hiperplésicos difusos de las células de gastrina, siendo microtumores
multifocales [Anlauf et al.; 2006]. Los gastrinomas son multiples y de caracter maligno,
hasta un 50% presentan metastasis al diagnostico [Brandi et al. 2001; Anlauf et al., 2006].
A nivel pancreético son méas agresivos y con mayor riesgo de metastasis [Tonelli et al.,
2005].

Insulinoma: son originados por mdltiples microadenomas de los islotes pancreéticos
[Brandi et al., 2001], aparecen una década antes que la presentacion esporadica, con 1y 4

cm de diametro, de caracter benignos.

Glucagonoma: son raros, el tamafio suele ser mayor del 3%, frecuentemente hacen

metastasis visceral, el 80% son malignos y se diseminan a higado [Castro et al., 2011].

VIPoma: de caracter maligno con un tamafio mayor de 3% suelen tener metastasis al
diagndstico. Hasta un 17% de pacientes con NEM1 desarrollan VIPomas en algun
momento de la enfermedad [Yeung y Tung, 2014].

Los TNEP no secretores: tiene una frecuencia entre el 40 a 59.9 por dependiendo de
la cohorte, con una penetrancia de 34% a los 50 afios y el mas comdn es el tumor

pancreaticoduodenal [Thomas-Marques et al., 2006].

La malignidad en los tumores del TGEP es variable, depende de factores como el
tamafio y el tipo histologico. Las lesiones mayores de 2 cm de diametro tienden a
malignizar independientemente del tipo histolégico. Los insulinomas malignizan en un 12-
20%, los TNEP y gastrinomas hasta en un 70% [Giudici et al., 2017].

Francesco Giudici y col. (2017), describieron en una cohorte de 77 pacientes italianos
con NEM1 que mutaciones en el exon 8 se asociaban con mayor progresion y mortalidad

en pacientes con NEML1.
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1.5.5. Tumores carcinoides

Menos del 5% de los pacientes con NEM1 desarrollan tumores carcinoides, estos
pueden ser timo, bronquios y células enterocromafines gastricas [Frost et al., 2018], de
caracter multifocal, se presentan a edades tardias mayor de 50 afios. Los carcinoides de
timo suelen ser més prevalentes en hombres en comparacion con los bronquiales en
mujeres [Thakker et al., 2012]. El curso clinico es indolente, suelen ser mas agresivos y
resistentes a terapia. Rara vez secretan sustancias como ACTH, calcitoninca, HC,
serotonina o histamina y manifiestan sindrome carcinoide [Boix et al., 2002].

Francesco Giudici y col. (2017) mostraron que en su cohorte no hubo riesgo
aumentado de mortalidad en tumores carcinoides, sin embargo, Ferolla y col. (2005)
determinaron que los carcinoides de timo eran mas agresivos sobre todo en hombres

fumadores.

1.5.6. Glandula suprarrenal.

Se describen con una frecuencia variable que oscila del 20 al 73%, estos tumores
incluyen adenomas corticales, hiperplasia, adenomas multiples, hiperplasia nodular, quistes
o carcinomas [Thakker et al., 2012]. De los tumores de la gldndula suprarrenal 10%
presentan hipersecrecion de glucocorticoides o mineralocorticoides y el 90% son adenomas
no son funcionales [Frost et al., 2018].

Francesco Giudici y colaboradores (2017) mostraron que en su cohorte no hubo riesgo
aumentado de mortalidad en tumores de gldndulas suprarrenales.

Menos del 2% de tumores de glandula suprarrenal aislados son causados por mutacion

somatica en MENL1.

1.5.7. Otros tumores no neuroendocrinos.

e Piel: se presentan hasta en el 85% de los pacientes [Thakker et al., 2012], estos
suelen ser angiofibromas faciales, tumores benignos de vasos sanguineos y tejido
conectivo, colagenomas (70%), lipomas (30%), manchas café con leche (38%), manchas
hipopigmentadas de tipo confeti (6%) y multiples papulas gingivales (6%) [Darling 1997;
Thakker et al., 2012].
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e Sistema Nervioso Central: es raro, pero se ha informado presencia de meningioma
hasta en un 8% y el ependimoma 1% [Asgharian et al., 2004].

e Leiomiomas: son una entidad comun en las mujeres en edad reproductiva hasta un
30% llegan a presentar, se desconoce la incidencia en pacientes con NEM1 comparado con
el de la poblacion general [McKeeby, 2001].

e Tumores de tiroides: se manifiestan en mas del 25% de los pacientes, pueden ser
adenomas, bocios coloides y carcinomas [Thakker et al., 2012].

e Mama: en pacientes femeninos con NEM1 se ha visto un incremento en la
ocurrencia de cancer de mama [Frost et al., 2018].

También se pueden encontrar de manera adicional los lipomas, angiofibromas faciales,
colagenomas y meningiomas [Thakker et al., 2012].
Los tumores neuroendocrinos en NEM1 ocurren con una variedad de combinaciones

en cada individuo. A continuacion se presentan los diversos tipos (tabla2):

Tabla 2. Tumores del espectro NEML1.

GLANDULA TIPO DE TUMOR PREVALENCIA
PARATIROIDES NE HPTPA 100% A LOS 50 ANOS
PROLACTINOMA 60%
SECRECION HC 25%
HIPOFISIS ANTERIOR SECREC'O'\,' HC/PRL 30-40%LOS TUMORES bE 5%
SECRECION TSH HIPOFISIS RARO
SECRECION ACTH <5%
NO SECRETORES <5%
GASTRINOMA 40%
INSULINOMA 10%
GASTRO-PANCREATICOS GLUCAGONOMA <1%
VIPOMA <1%
NO SECRETORES 20-55%
BRONCOPULMONAR 2%
CARCINOIDES TIMO 2%
GASTRICO 10%
SECRECION CORTISOL 40%
ADRENOCORTICAL SECRECION
FEOCROMOCITOMA <1%

NE: no especifico. HC: hormona de crecimiento. PRL: prolactina, TSH: hormona estimulante de
tiroides. ACTH: hormona adrenocorticotrépica. HPTP: hiperparatiroidismo primario aislado.
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1.6. Diagndstico molecular de NEML1.

1.6.1. Confirmacion del diagndstico clinico en pacientes.

La técnica de secuenciacion detecta de un 80 a 90% de mutaciones puntuales o
pequefias deleciones/inserciones en pacientes con antecedentes familiares y hasta un 65%
en casos aislados, de un 1 a 3% de pacientes tendrdn mutaciones de grandes deleciones las
cuales se pueden detectar por andlisis de dosis génica por técnica de Southern Blot o
Amplificacion de sondas dependiente de ligandos multiples (MLPA) [Falchetti, 2017].

Diagnostico Clinico de NEM1

(>2 tumores asociados a Identificar familiares de
NEMI o alta sospecha). primer grado, asesoramiento
¢ genético y pruebas de
mutacion MENL.
Test de mutacion para NEM1
v
v v v A
No se identifico mutacion en Identificacion de mutacion en No se identifico mutacion en
MEN1 MEN1 MENI
A 4 A 4 \
Considelal ulla lenocop@ y el No se requiere otra
analisis de oftras  mutaciones Evaluacion cinica: signos y investisacion
dependiendo de la clinica (CDC73, sintomas de tumores asociados -
CASR, AIPy CDNK1B). a MENT.
Continuar la vigilancia para tumores ., . .
asociados con MEN-1 adicionales Evaluacion bioquimica: Ca,
segin la mutacion positiva de MENI PTH, PRL, IGF-1, medicion
individuo. en ayuno de hommonas,
lucosa y msulina.

Identificar a familiares de primer & ¥
grado para el examen clinico y .. e
bioquimico. Evaluacion Radiolégica:

RMN hipofisis, RMN o TC de
Los familiares asintomadticos de abdomen y torax.
primer grado deben continuar con el
examen clinico y bioquimico anual. hlﬂ
Los familiares de primer grado con Resultado Resultado
tumores asociados a MENT1 deben Normal Anormal
someterse a una vigilancia segun L L7
individuos con mutacién positiva en Tamizaje clinico y
MEN]. bioguimico cada Pasar a

6-12 meses, investigacién

radiologico 12-36 apropiada.

meses.

Figura 8. Algoritmo de diagndstico molecular y seguimiento de casos de NEM1 [modificado de Thakker et
al., 2012].
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1.6.2. Analisis genético en los familiares.

El test de mutacion germinal se debe ofrecer a los familiares de primer grado de los
pacientes con NEM1, incluyendo asintomaticos o con manifestaciones clinicas; esta se debe
ofrecer a partir de edad de 5 afos. Se de realizar test en los casos con fenotipo atipicos de
NEML1. Todos los individuos a quienes se les ofrecid la prueba molecular deben recibir
asesoramiento genético antes de realizar la prueba. Las pruebas de mutacion en linea
germinal MEN1 deben realizarse por un laboratorio de genética acreditado en andlisis de
mutacion del gen MENLJ. Si no se identifica mutacidn en la region codificadora de MENL1 se
debe realizar prueba para deleciones parciales o completas o analisis de haplotipos del

locus de MENL1 o considerar el anélisis de otro gen [Thakker et al., 2012].

1.6.2.1. Riesgo para los miembros de la familia.

El 90 % de las individuos con NEM1 tienen un padre afectado, sin embargo, los
antecedentes familiares pueden parecer negativos debido a no reconocer la enfermedad
en los miembros de la familia, muerte prematura de los padres antes del inicio de los
sintomas o aparicion tardia de la enfermedad. El riesgo para los hermanos del probando
depende del estado genético de los padres del afectado. [Falchetti; 2017]. Si un padre
esta afectado o tiene una mutacion causante de enfermedad, el riesgo para los
hermanos es del 50%. Si la mutacion encontrada en el probando no puede ser
detectada en los padres, existen dos posibles explicaciones: A) mosaicismo de linea
germinal en un padre o0 B) una mutacién de novo. Cada hijo del individuo con NEM1
tiene una probabilidad de 50% de heredar la mutacién. El riesgo para otros miembros
de la familia dependera del estado genético de los padres del probando [Falchetti,
2017].

1.6.2.2. Riesgo para familias con mutaciones de novo.

Cuando ninguno de los padres de un probando con NEM1 tiene la mutacion
causante de enfermedad o evidencia clinica del sindrome, es probable que tenga una
mutacion de novo. Explicaciones como la paternidad o maternidad alternativa
(reproduccion asistida), adopcion no revelada o secretos dentro de la familia podrian
considerarse [Falchetti, 2017]. El riesgo para la descendencia de un probando de novo

es del 50% de heredar la mutacion causal de la enfermedad.
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1.6.3. Diagndstico molecular presintomatico.
Los individuos genéticamente predispuestos a NEM1 pueden beneficiarse del
diagnéstico presintomatico. Los individuos en riesgo son aquellos que tienen el antecedente

de un familiar en primer grado con diagnostico de NEM1 [Falchetti, 2017].

1.6.4. Diagnostico prenatal.

Las pruebas prenatales para sindrome de NEM1 no son comunmente solicitadas, en
parte debido a la falta de un consenso universal a realizar dicho diagnostico [Falchetti,
2017].

1.7. Seguimiento y tratamiento de los pacientes con NEM1 confirmado

A los pacientes con mutaciones en el gen MENL1, se les debe ofrecer un programa de

tamizaje clinico, bioguimico y radiologico.

1.7.1. Tumores paratiroideos

Los estudios para la identificacion de hiperparatiroidismo primario deben realizarse
con seguimiento anual, medicién de niveles de calcio sérico y PTH en plasma. Se
recomienda paratiroidectomia subtotal o total, o paratiroidectomia total con autotransplante.
[Thakker et al.; 2012].

1.7.2. TNEPs

El panel de los estudios clinicos para la busqueda de los tumores gastropancreaticos
incluye, medicién anual de niveles de gastrina, glucagén, péptido intestinal vasoactivo,
polipéptido pancreatico, cromogranina A e insulina asociado a niveles de glucosa. Se
recomienda estudié de imagen donde se incluya visualizacion del pancreas y duodeno
anual, sea resonancia magnética, tomografia computada, ultrasonido y endoscopia.

El tratamiento quirdrgico debe ser individualizado el manejo del gastrinoma es muy
controversial. Se recomienda cirugia en los casos no metastasicos.

Las terapias médicas incluyen inhibidores de la bomba de protones y analogos de

somatostatina para suprimir la hiperacidez. La vigilancia periddica gastroscopica esta
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indicada en aquellos con hipergastrinemia para la identificacion de ulcera péptica
enfermedad y carcinoide gastrico.

El papel de la cirugia para los tumores pancreaticos que no funcionan es controversial
se sugiere considerar la cirugia para tumores que tienen mas de 1 cm de tamafio y / 0
demuestren crecimiento significativo durante 6-12 meses. El tratamiento de tumores no
resecables incluye somatostatina analogos, bioterapia, terapia radionucleotida especifica,
tratamientos locorregionales y quimioterapia. La quimioterapia se puede utilizar en casos
no operables 0 metastasicos. Sunitinib y Everolimus pueden ser considerados para pacientes

con estadios avanzados (inoperable o metastasico) progresivo bien diferenciado.

1.7.3. Evaluacion de glandula hipdfisis anterior.

La evaluacion bioquimica de los tumores de hipofisis dependerd del juicio clinico y los
recursos locales; incluiria una evaluacion anual de prolactina plasmatica y IGF-1,
acompariado de resonancia magnética de hipofisis cada 3 a 5 afios. En pacientes con
resultados bioquimicos anormales, se debe realizar la resonancia magnética para
caracterizar ain mas la naturaleza de la lesion [Thakker et al. 2012].

El tratamiento de los tumores pituitarios asociados a MEN1 es similar a la de los
tumores pituitarios no MEN1 y consiste de terapia médica apropiada (por ejemplo,
agonistas  dopaminérgicos) para prolactinoma; octreotide o lanreotide para
somatotropinomas) o cirugia transesfenoidal selectiva hipofisectomia, con radioterapia
reservada para el residuo tejido tumoral irresecable.

1.7.4. Tumores de timo, bronquios y TNE gastricos.

Evaluacién bioguimica con 5-hydroxyindoleacetic urinario acido y cromogranina A no
son Utiles. Se recomienda CT o RNM cada 1-2 afios para deteccion de tumores carcinoides
timicos y broncopulmonares. Examen gastroscopico (con biopsia) cada 3 afios en aquellos
con hipergastrinemia para la deteccion de Glcera péptica enfermedad y carcinoide gastrico
tipo 1l se recomienda. Ultrasonido endoscopico y somatostatina la gammagrafia del
receptor puede ayudar al diagnéstico [Thakker et al., 2012].

La cirugia curativa, cuando sea posible, es el tratamiento de eleccion para tumores
carcinoides timicos y bronquiales. Donde la enfermedad esta avanzada y la cirugia curativa

no es posible, las terapias adicionales incluyen radioterapia y quimioterapia. El tratamiento
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optimo de los carcinoides gastricos tipo 1l no ha sido establecido. Pueden quedar pequefias
lesiones (10 mm) bajo vigilancia endoscépica. Los tumores mas grandes requieren
endoscopica reseccion o reseccion local con parcial o total gastrectomia. Indicaciones para
los analogos de somatostatina en el tratamiento de los carcinoides gastricos de tipo Il no
esta definido [Thakker et al., 2012].

1.7.5. Tumores suprarrenales

La deteccion minima debe incluir imagenes abdominales por CT o MRI cada 3 afios.
Lesiones suprarrenales deberia permanecer bajo vigilancia radiologica y deberia ser
evaluado por caracteristicas malignas. Las imagenes deben ser revisadas por un radilogo
con experiencia en imagenes suprarrenales.

La evaluacion bioquimica de las lesiones suprarrenales debe restringirse para aquellos
con caracteristicas clinicas ortumormorethanlcm de tamafio y debe centrarse en la
evaluacion del hiperaldosteronismo primario e hipercortisolemia primaria. Tratamiento El
tratamiento de los tumores suprarrenales asociados a MENL1 es similar a la de los tumores
suprarrenales no MEN1. La cirugia esta indicada para tumores funcionales (por ejemplo,
hiperaldosteronismo primario) o hipercortisolismo) y no funciona tumores con
caracteristicas atipicas, tamafio mayor a 4 cm, o crecimiento significativo durante un
intervalo de 6 meses [Thakker et al., 2012].

Actualmente la prueba de ADN que identifica a un individuo como portador de una
mutacion no suele conducir a tratamiento médico o quirtrgico inmediato, pero sugiere que
la clinica precoz y frecuencia de deteccion debe llevarse a cabo. Como no se puede predecir
la penetrancia del tumor y la malignidad individualmente, el seguimiento a lo largo de la
vida de los portadores de NEM1 es fuertemente recomendado para prevenir la morbilidad
tumoral [Falchetti; 2017].
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1.8. Diagnosticos diferenciales.

1.8.1. Neoplasia Endocrina Multiple Tipo 4.

Esta entidad se caracteriza por la presencia de adenomas de paratiroideos e
hipofisarios, tumores neuroendocrinos de pancreas, tumores carcinoides y angiomiolipomas
renales. Mutacion causal en el gen CDKN1B, gen supresor tumoral involucrado en la via de
ciclo celular [Georgitsi, 2008; Occhi 2013].

1.8.2. Neoplasia Endocrina Multiple Tipo 2A.
Entidad caracterizada por carcinoma medular de tiroides, feocromocitoma e
hiperplasia/adenoma paratiroideo. Mutacion causal en el gen RET [Hyde, 2017].

1.8.3. Sindrome de Von Hippel Lindau.

Caracterizado por la presenmutaciones en el gen VHL son causales de esta entidad, se
manifiesta con presencia de hemangiomas de SNC, tumores endocrinos de pancreas o
quistes, feocromocitomas y tumores de ligamento ancho en mujeres o cistoadenoma de
epididimo en hombres [Maher, 2011].

1.8.4. Sindrome de Predisposicion Adenomas Hipofisarios.
Se manifiesta por la presencia de multiples adenomas hipofisarios, pueden secretar

hormona de crecimiento. El gen causal es AIP [Rostomyan, 2017].

1.8.5. Hiperparatiroidismo Aislado Familiar.

Entidad caracterizada por presencia de Hiperparatiroidismo aislado en 2 o mas
miembros de una familia. Causada por mutaciones en los genes MEN1, CASR y CDC7
[DeLellis y Mangray, 2018].

1.9. Prondstico
Los tumores neuroendocrinos en pacientes con NEM1 se asocian a una disminucion de

la supervivencia a 20 afios en casi un 65% en comparacién con la poblacion general de
EUA. [Frost et al., 2018].
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1.10. NEML1 en la poblacién mexicana.

Hay muy pocos datos sobre la NEM1 en la poblacion mexicana. Se han presentado
reportes de casos individuales con la descripcion clinica de NEM1 en los pacientes
mexicanos [Prado-Calleros, 1998; Dominguez-Gasca, 2014; Gamboa-Jimenez, 2018].
También se han incluido los casos con posible NEM1 en series de pacientes agrupados por
alguna caracteristica patoldgica en particular, como series de pacientes con TNE o HPTP
con la caracterizacion clinica y abordaje terapéutico [Mendoza-Zubieta, 2009; Grajeda,
2015], un enfoque diagnostico [Bellacetin-Figueroa et al., 2016], estudio de factores de
riesgo asociados [Soto-Solis, 2018], tratamiento quirtrgico o factores prondsticos de
supervivencia [Medrano-Guzman, 2011; Velasco-Morales, 2014]. Sin embargo, en ninguno
de estos se discuten los antecedentes heredo-familiares, la confirmacion diagndstica
mediante un estudio molecular, abordaje de los familiares en riesgo o el asesoramiento
genético. Se ha mencionado la importancia de asesoramiento genético en las familias con
alta susceptibilidad a cAncer como NEM1 [Ochoa-Carrillo y Vidal, 2006]. Los reportes de
casos mas recientes ya estan incluyendo los resultados de estudio genético [de la Fuente-
Bartolomé et al., 2017]. Sin embargo, no se cuenta con algun registro de cohortes o series
de casos de NEML1 en individuos mexicanos que incluyeran la descripcion de las

alteraciones genéticas asociadas y su integracién con las caracteristicas clinicas.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

La Neoplasia Endocrina Multiples tipo 1, es una enfermedad caracterizada por la presencia
de multiples tumores neuroendocrinos, los pacientes que presentan esta entidad deben
llevar una vigilancia muy estrecha y la deteccion oportuna de tumores; asi como el
asesoramiento y vigilancia a los familiares que se encuentren en riesgo. En México no se
cuenta con un registro de alteraciones genéticas asociadas a NEM1 encontradas en
pacientes y sus familiares. Los estudios genéticos no se realizan con frecuencia al no contar
con un centro de referencia o posibilidad de realizar la prueba. Como un primer paso, es
necesario apuntalar el estudio epidemioldgico de esta patologia desde el punto de vista
genético, para poder determinar las caracteristicas de las mutaciones y ofrecer a los
pacientes una atencion integral. EI hiperparatiroidismo se puede manifestar antes de los 20
afios en los portadores de la mutacion, por lo cual es de suma importancia el estudio

genético de los familiares en riesgo y el monitoreo de los portadores asintomaticos.

25



3. HIPOTESIS

En este estudio descriptivo se espera encontrar la presencia de mutaciones en el gen MEN1
en pacientes con diagndstico clinico de dos o mas tumores neuroendocrinos asociados a
sindrome de NEM1. Ademas, la presencia de mutaciones podria estar asociada con un
inicio més temprano de la enfermedad o un nimero mayor de 6rganos afectados. Los
antecedentes heredo-familiares podrian estar relacionados con un inicio mas temprano de la
aparicion de los sintomas. De acuerdo a lo reportado en la literatura, en los casos con
antecedentes familiares la deteccion de mutaciones puede ser de hasta un 90%, mientras

que en casos sin antecedentes familiares es de hasta un 65%.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Describir las caracteristicas clinicas y determinar las alteraciones moleculares del gen
MEN1 en los pacientes con diagnostico de Neoplasia Endocrina Mdltiple tipo 1 en el

Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran.

4.2. Objetivos especificos

a) Describir, agrupar y clasificar las caracteristicas clinicas de los pacientes con
diagnostico clinico de NEM1 mediante la revision del expediente clinico.

b) Determinar la frecuencia de mutaciones puntuales en el gen MEN1 identificadas
mediante la secuenciacion directa por el método Sanger.

c) Determinar la frecuencia de alteraciones de tipo deleciones/duplicaciones
(rearreglos gendmicos grandes) en el gen MENL1 por técnica de MLPA.

d) Determinar la frecuencia de casos con antecedentes familiares en la serie de
pacientes con diagnostico NEM1.

e) Determinar la presencia de portadores asintomaticos en los familiares de los

pacientes con alteraciones génicas identificadas.
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1. Disefio general.

Disefo: observacional, descriptivo, transversal.

Poblacion a estudiar: pacientes de la consulta del INCMNSZ con diagnéstico clinico de
NEM1.

Tamaio de muestra: de conveniencia.

5.2. Criterios de seleccion.

5.2.1. Criterios de inclusion:

e Individuos con presencia de hiperparatiroidismo primario y uno 0 mas tumores
neuroendocrinos asociados a esta entidad.

e Individuos con presencia de 2 0 mas tumores neuroendocrino asociados a esta
entidad.

¢ Individuos con diagnostico de NEM1 con presencia de mutacion en el gen MENL.

5.2.2. Criterios de exclusion:

e Individuos con solo un tumor neuroendocrino asociado a esta entidad.

¢ Individuos con solo hiperparatiroidismo aislado primario.

e Pacientes con diagndstico de NEML sin estudio molecular.

e Pacientes fallecidos con diagndstico clinico de NEM1, sin estudio molecular.
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5.3. Reclutamiento de pacientes.

Se obtuvieron los datos de pacientes con criterios clinicos para NEM1 dentro del
registro del archivo del INCMNSZ, la busqueda de pacientes que cumplieron los criterios
se realizdé mediante los diagnosticos registrados en el archivo clinico de acuerdo al CIE10,
los diagndsticos de busqueda fueron: neoplasia endocrina multiple, hiperparatiroidismo

primario y tumor neuroendocrino.
5.4. Estructura de la base de datos.

Con la informacién recopilada se realizdé una base de datos de todos los pacientes con
NEML1 atendidos en el INCMNSZ desde enero de 1998 a junio 2018.

La base de datos incluyo: datos generales de los pacientes, como edad, genero,
manifestaciones clinicas, edad del diagnéstico de la 1%® manifestacion, edad al diagndstico
de NEML, antecedentes heredofamiliares de NEM1;registro de los datos histopatolégicos
delas biopsias realizadas y del analisis de bloques quirdrgicos; se incluyo el registro de los
estudios moleculares de secuenciacion directa del gen MENL1 y posteriormente se agregaron
los resultados del estudio molecular complementario para la busqueda de deleciones por
MLPA.

5.5. Abordaje para el diagndstico molecular.

Los pacientes con diagndstico clinico que no contaban con el estudio molecular de

secuenciacion previo, se les invito a realizarse los estudios moleculares del gen MEN1.

Aquellos pacientes que contaban sélo con el analisis de secuencia del exon 4 del gen MEN1
con resultado negativo para las mutaciones, se les realizé secuenciacion completa del gen.
A los pacientes con secuenciacion completa del gen MEN1 negativos para la mutacion, se
les realizé la busqueda de deleciones mediante la técnica de MLPA (Figura 9).
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Figura 10. Algoritmo para el diagnostico molecular de NEM1. [Modificado de
GeneReviews®, 2018].
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5.6. Procedimientos de laboratorio y técnicas.

5.6.1. Extraccion del ADN de leucocitos de sangre periférica
La obtencion de sangre periférica se realizd de acuerdo al protocolo estandar de
venopuncion [WHO; 2010], resumido en el anexo Al. Para la extraccion de ADN se
utilizo el kit comercial de extraccion por columna QlAamp DNA Blood mini Kit (Qiagen,
Cat:51104) siguiendo las instrucciones del fabricante. EI ADN gendmico se cuantifico y se

preservo a -20°C.

5.6.2. Amplificacion de los fragmentos del gen MENL.
Se realiz6 la reaccion en cadena con polimerasa (PCR) para la amplificacion de los exones
2,3,4,5,6,7, 8v,9y 10 del gen MENL. Se usaron las secuencias de los oligonucle6tidos

disefiados por Mayr y col. (1997), indicados en la tabla 3.

Tabla 3. Caracteristicas de oligonucléotidos utilizados en el analisis de gen MENL.

EXON PRIMER SENTIDO PRIMER ANTISENTIDO Ta Tamario, pb
2 5>-GAACCTGCCCGACCCTCC-3 5’-ACACCTGCCGAACCTCACAAG-3’ 61°C

3Y4 5-TGGCCCCTTTCCCCATGTTA-3’ 5’-CAGGGTCCCACAGCAAGTCAAG-3’ 61°C

5Y6 5-CGTTCTCCTCCCTGTTCCGT-3’ 5’-GTCTCCCTTCTGCACCCTCC-3’ 60°C
7 5>-CCTCTGCCTCACCTCCATCCA-3’ 5’-GGACAGGCTGCAGGCCCTAGT-3’ 60°C
8 5’-GGGCTGACCCAGACAGCATC-3’ 5’-CCTGCCATCCCTAATCCCGTA-3’ 60°C

9Y 10 5-TGGAGCCAGGGGTCTTTGCCT-3’ 5’-CCCCACAAGCGGTCCGAAGT-3’ 63°C

MEN1

« 10F 5’-CACCTTGCTCTCCCCACTGGC-3’ - 63°C

Cada reaccion de PCR se prepar6 usando 12 uL de la mezcla comercial de reactivos
HotStarTaq DNA polymerase 2x (Qiagen, Cat.: 203205), 2 uL de oligonucleétido sentido
10 uM (Integrated DNA Tecnologies, primer syntesis), 2 uL del oligonucletido antisentido
10 uM y 25-50 ng de ADN en un volumen total de 25 pL ajustado con agua libre de
DNasas.La amplificacion de los fragmentos se realizo en el termociclador GeneAmp PCR
System 9700 (Applied Biosystems, ThermoFisher) de acuerdo al siguiente programa:
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Desnaturalizacion inicial: 95°C /10 min

Desnaturalizacion: 95°C/30s

Alineamiento/hibridacion: temperatura variable (ver Tabla 3) /30 s
Extension/elongacion: 72°C /40 s

Repetir los pasos 2 - 4 por 34 ciclos mas

o g~ w e

Fase final de extension: 72°C / 10 min

5.6.3. Evaluacion y purificacion de los fragmentos amplificados
La longitud y la cantidad de los fragmentos amplificados se evaluaron mediante la
separacion por electroforesis en gel de agarosa al 1.5%, se anexa el procedimiento de
preparacion del gel y las condiciones de electroforesis (Anexo 2).
La purificacion de los productos de PCR se realiz6 mediante separacion en columna usando
el kit comercial QIlAquick PCR Purification Kit (Qiagen Cat:28104) y siguiendo el
protocolo recomendado por el fabricante.

5.6.4. Secuenciacion directa del gen MENL1.

La secuenciacion directa es un método de secuenciacion de primera generacion
desarrollado por Sanger y col. en 1977 y se basa en la sintesis de una sola cadena de ADN
mediante PCR usando la mezcla de 2°-deoxinucleotidos (dNTPs) y dideoxinucleotidos
(ddNTPs), donde estos altimos cumplen la funcién de la terminacion de sintesis de la
cadena [Sanger, 1977]. La separacién y visualizacién de los fragmentos se realiza usando
equipos automatizados de electroforesis capilar [Smith, 1986] y los ddNTPs marcados con

fluorocromos diferentes [Prober, 1987].

Para la secuenciacion del gen MEN1 se utiliz6 la mezcla comercial de reactivos
BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Secuencign Kit (Applied Biosystems™, ThermoFisher
Scientiffic®, Cat.: 4337455). Cada reaccion de secuencia incluyé los siguientes
componentes: 2 pL de BigDye™ 10X, 3 pL de buffer 5X incluido en el kit, 2 pL del
oligonucled6tido (sentido o anti-sentido) 10 uM, 3 pL del producto amplificado y purificado
de PCR, 10 pL de agua libre de DNasas en un total de 20 pL.

La reaccidn de secuenciacion se realizé en el termociclador GeneAmp PCR System 9700

(Applied Biosystems™, ThermoFisher Scientiffic®) de acuerdo al siguiente programa:
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Desnaturalizacion inicial: 96°C /3 min
Desnaturalizacion: 95°C/10s
Alineamiento/hibridacion: 52°C / 15 s
Extension/elongacion: 60°C / 2 min

Repetir los pasos 2 - 4 por 34 ciclos mas

I o

Fase final de extension: 60°C / 3 min

5.6.5. Purificacion de los productos de la reaccion de secuencia.

Los productos de la reaccion de secuencia contienen sales, dNTPs, ddNTPs, y otras
impurezas de bajo peso molecular que podrian afectar la resolucion y la intensidad de la
sefial durante la electroforesis capilar. Para eliminar las impurezas, la purificacion las
reacciones de secuencia se realizd mediante la separacion por centrifugacion en columna de
gel usando las columnas comerciales Centri-Sep ™ (ThermoFisher Scientiffic®, Cat.:

401762), el procedimiento se describe en el Anexo 3.

5.6.6. Andlisis de los productos de la reaccion de secuencia mediante
electroforesis capilar.

Los productos de la reaccion de secuencia purificados y secos se resuspendieron en 15
pl de formamida HiDi (ThermoFisher Scientiffic®, Cat.: 4311320), se desnaturalizaron a
95°C por 5 minutos y se analizaron en el equipo ABI Prism 3100 Genetic Analizer (Applied
Biosystems™, ThermoFisher Scientiffic®).
La secuencias obtenidas fueron comparadas con la secuencia de referencia del gen MEN1
en el cromosoma 11 con localizacion en el segmento NC_000011.10 de la versién
GRCh38.p7 del genoma humano (Genome-NCBI, 2005-) y Homo sapiens chromosome 11,
alternate assembly CHM1 1.1, ID: NC 018922.2.

5.6.7. Busqueda de deleciones mediante Amplificacién Multiple de Sondas
dependiente de Ligacion (MLPA).
Para la deteccion de deleciones a nivel de exones, gen completo o regiones grandes que
incluyen el gen MEN1, se utilizo la técnica de MLPA. Se basa en el uso de sondas de ADN
sintético con secuencias complementarias a las regiones especificas de interés. Cada sonda

consta de dos partes separadas, que al unirse a la secuencia blanco en el ADN genémico,
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pueden ser enlazadas entre ellas por la enzima ligasa y entonces pueden amplificarse por la
ADN polimerasa. La amplificacion se lleva a cabo a partir de las secuencias sintéticas
integradas en el disefio de la sonda con los oligonucleodtidos universales para todos los
fragmentos de interés en una misma reaccion de PCR multiple. Si la secuencia de interés en
el ADNg estd ausente completa- o parcialmente, no habrd ligacion de la sonda y en
consecuencia no habrd amplificacion de la misma. Los oligonucleétidos estan marcados
con fluorescencia, lo cual permite la deteccién y cuantificacion de los fragmentos
amplificados mediante electroforesis capilar.

Se utilizé la mezcla comercial de sondas SALSA® MLPA® P244-c1 AIP-MEN1-
CDKN1B (MRC-Holland™), que contiene 11 sondas especificas para los 10 exones del gen
MEN1, 3 sondas para cada uno de los exones del gen CDKN1B y 2 sondas para el exon 1
del gen AIP, asi como 6 sondas adicionales de genes varios en la region 11913. Ademas se
incluyeron 10 sondas de referencia dirigidas a regiones estables del genoma humano.

Las muestras de ADNg se re-purificaron mediante precipitacion en etanol (Anexo 4).
Las reacciones de MLPA se realizaron acorde a las especificaciones del proveedor (Anexo
5). La separacién de los fragmentos se realiz6 en el equipo de electroforesis capilar Genetic
Analizer 3500 (Applied Biosystems™, ThermoFisher Scientiffic®) usando 1 uL de la
reaccion de MLPA, 0.7 uL del estandar de tamafios GS-500 (Applied Biosystems™) en
18.3 uL de formamida HiDi® (Applied Biosystems™). Los fragmentos se desnaturalizaron
a 95°C/5 min y se corrieron bajo las siguientes condiciones: temperatura del capilar 50°C;
desnaturalizacion 90°C por 120s; voltaje de inyeccion 1.6 kv, tiempo de inyeccion 30s;
tiempo de corrida 60 min a 4.8 kv.
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5.7. Analisis estadistico.

Herramientas de estadistica descriptiva (STATA). Se evalud la distribucién normal de las
variables continuas usando la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk y la prueba de
normalidad para asimetria y kurtosis. La homogeneidad de varianzas se evalud con la
prueba de Levene modificada [Brown; 1974] Para las comparaciones variables continuas
con distribucion normal se uso la t Student. Para las comparaciones de variables categoricas
o con distribucion no normal se aplicaron las pruebas de estadistica no-paramétrica: chi

cuadrada y U de Mann-Whitney. Se considerd un valor de significancia a menor a 0.05.
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6. RESULTADOS

6.1.Descripcion de la muestra

Se incluyeron 23 casos indice, ademas se consideraron 6 familiares afectados
sumando un total de 29 pacientes con diagndstico clinico de NEM1, para la descripcion y

evaluacion de las caracteristicas demograficas y clinicas.

Se incluyeron 12 familiares sin ninguna manifestacion clinica para la identificacion de

portadores mediante la deteccion de mutaciones.

Los pacientes provienen de diferentes estados y localidades de la republica: Aguascalientes,
Baja California, Ciudad de México, Chiapas, Estado de Meéxico, Guanajuato, Michoacan,

Sinaloa y Veracruz.

6.1.1. Caracteristicas Demograficas

En la Tabla 4 se presentan las principales caracteristicas demograficas de los pacientes.
La proporcion de sexo femenino fue de 1.6 por cada hombre. La edad promedio al
diagnostico de la primera manifestacion clinica (PMC) fue de 37.7 = 11.7 afios. Al
estratificar por sexo, la edad al diagnostico de la PMC en mujeres fue de 39.6 + 14.3 afios y
en los hombres de 34.6 + 4.2 afos, la diferencia observada no fue estadisticamente
significativa (pt stugent= 0.182).

Tabla 4. Caracteristicas demograficas generales

TOTAL, n 29

CASOS INDICE 23/29

DISTRIBUCION POR SEXO i 02%(18/29)
M 38% (11/29)

EDAD AL DIAGNOSTICO DE LA PRIMERA F 39.6 £14.3

MANIFESTACION CLINICA, afios M 34.6+4.2

AHF 43.5% (10/23)

n: nimero de muestra, F: femenino, M: masculino, AHF: antecedentes heredo-

familiares.
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El 57% de los casos indice presentaron antecedentes heredo-familiares (AHF) (13/23);
12 de ellos tenian familiares de ler grado Unicamente (padres, hermanos o hijos) con
sospecha o el diagnostico confirmado de NEM1; un caso presento familiares de 1ro y 2do
grado (tios o abuelos). La edad promedio al diagndstico de la PMC en los casos indice con
AHF fue de 41.3 + 12.2 afios, mientras que en los casos indice sin AHF fue de 35.5+ 13.3

afios, la diferencia no fue estadisticamente significativa (p; swgent= 0.292).

6.1.2. Caracteristicas Clinicas

Las caracteristicas clinicas mas importantes de cada caso se resumen en la Figura 11.
La manifestacion clinica predominante fue HPTPA (96.6%). El estudio anatomopatoldgico
mostro adenoma en 12 de 28 casos Y la hiperplasia de paratiroides en 8 de 28 (Figura 10-
A).

Los T-TGEP se presentaron con una frecuencia de 69% (20/29): el tumor mas frecuente fue
el tumor neuroendocrino de pancreas en 10 de 20 casos (Figura 10-B).

El adenoma hipofisario se presentd con la misma frecuencia que el T-TGEP (69%) en 20 de
29; en la clasificacion de adenomas el mas comun fue no secretor en 13 de 20 casos (Figura
10-C); no se encontraron secretores de TSH, ACTH FSH y LH.

Los tumores carcinoides se presentaron en 17% (5/29); el adenoma de suprarrenal en 13.7%
(4/29); las alteraciones en la piel en 13.7% (4/29) y la nefrocalcinosis en 58.62% (18/29).
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Figura 11. Principales caracteristicas diagndsticas y clinicas de los 29 pacientes con

NEM1. HPTPA — hiperparatiroidismo primario aislado; T-TGEP — Tumor del Tracto Gastro-Entero-
Pancreatico; HC —hormona de crecimiento.
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HPTPA B HPTPA con Hiperplasia I Tumor neuro-endocrino I Insulinoma
B HPTPA con Adenoma I Gastrinoma Proinsulinoma
Tumor pseudopapilar de pancreas

No secretor Prolactinoma
N Secretor de la hormona de crecimiento

Figura 12. Distribucion de frecuencias por subtipo de las principales caracteristicas
diagnosticas de NEML1 en los pacientes estudiados. A. Hiperparatiroidismo primario
aislado; B. Tumores del Tracto Gastro-Entero-Pancreético; C. Adenomas Hipofisiarios

39



6.2. Descripcion de las mutaciones encontradas

Se detectaron 14 variantes patogénicas en los casos indice el 60% (14/23). El 64%
fueron variantes puntuales (9/14): 7 mutaciones sin sentido, una de sentido erréneo y una
que afecta el sitio aceptor de splicing. EI 36% restante fueron rearreglos pequefios (5/14): 2
deleciones, 2 duplicaciones y una insercion, todos provocaron el corrimiento del marco de
lectura. No se encontraron rearreglos grandes usando MLPA. La localizacion y el tipo de
alteraciones encontradas se resumen en la Figura 13, asi como los electroferogramas
correspondientes en la Figura 14. EI mayor nimero de mutaciones se encontro en el exon
10, seguido del exdn 9 y 7. Los exones 1, 5 y 6 no fueron afectados en los pacientes
estudiados.

c.1243C>T
c.765-1G>C c.1307G>A

€.167insTA c.660G>A  c.1084A>T

l | | |
 EENS, N 03,0, 03,50, E3, 68, B
| _1 _T_‘_

c.628 631delACAG ¢.973G>C c.1546dupC
c.1022G>A  ¢.1546delC

Tipo de mutaciones: c.1579C>T
== Corrimiento del marco de lectura
== Sitio de splicing c.1660C>T

==Sin sentido
== Sentido errdneo

Figura 13. Localizacién de las mutaciones del gen MEN1 identificadas en la serie de pacientes con
Neoplasia Endocrina Multiple tipo 1. Se presenta la estructura del gen con exones (cuadros blancos) e
introlnes (linea negra); el tipo de mutacion esta indicado en colores.
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€.166_167insTA €.765-1G>C
C TG G C TG C T G G G C G cC T G 6 €C T G
N \
A \
MAAVW
C.660G>A c.1022G>A €.973G>C
TACTAGG C T 6 6 G € ¢ c G |I1"| c &6 6
%
f'\ |
[N Y\

c.1084A>T €.1307G>A €.1243C>T

c ¢ Cc Cc G A A CCCCGAA

c.1546dupC c.1546delC

Figurald. Electroferogramas de la secuencias con presencia de mutacion en el MENL.
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De las mutaciones identificadas, 7 se encontraron en los casos indice con AHF (7 de 10);
las 7 restantes se detectaron en los casos indice sin familiares afectados (7 de 13). En la
tabla 5 se presentan las mutaciones por caso indice y las caracteristicas de cada una. En

todos los familiares afectados se confirmo la presencia de mutacion.

Durante el estudio de extension para la deteccion de portadores asintomaticos se
identificaron 6 familiares positivos a mutacion de 12 tamizados.

Tabla 5. Caracteristicas Moleculares de las mutaciones por caso indice.

No. MUTACION PROTEINA EXON CLASIFICACION AHF
P-07 €.166_167insTA p. T561fs*64 2 CML Si
P-04 €.625_628del CAGA p.Thr210Serfs*13 3 CML No
3 SITIO DE
P-13/P-13-F1 €.765-1G>C ) Sl
(INTRON) SPLICING
P-02/P-02-F1 c.660G>A p.Trp220Ter 4 SIN SENTIDO Si
P-08 €.1022G>A p.Trp341Ter 7 SIN SENTIDO No
SENTIDO
P-06 c.973G>C pla325Pro 7 No
ERRONEO
P-12 c.1084A>T p.Lys326Ter 8 SIN SENTIDO No
P-14 c.1307G>A p.Trp436Ter 9 SIN SENTIDO No
P-01 €.1243C>T p.Arg415Ter 9 SIN SENTIDO Si
P-09 c.1546dupC p.Arg516Profs*15 10 CML Si
P-03 c.1546dupC p.Arg516Profs*15 10 CML No
P-10 €.1546delC p.Arg516Glyfs 10 CML Si
P-11/P-11-F1/
c.1579C>T p.Arg527Ter 10 SIN SENTIDO Sl
P-11-F2
P-05/P-05-F1/ )
5052 c.1660C>T p.GIn554Ter 10 SIN SENTIDO Si

AHF: antecedentes heredo-familiares; CML: corrimiento del marco de lectura.
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6.3. Comparacion de las caracteristicas demograficas y clinicas entre

pacientes con y sin mutacion en el gen NEML.

La edad al diagnostico de PMC en pacientes con mutaciones (34.5 + 8.9 afios) fue
menor que en los pacientes sin mutacion evidente (45.0 + 14.4 afios; Pt swgent = 0.022). Se
puede observar que la proporcion de pacientes con mutaciones tiende a aumentar a menor
edad al diagnéstico de la PMC. Hay una mayor proporcion de pacientes con mutaciones
que presentan PMC a una edad menor de 40 afios y es estadisticamente significativo
(Figura 15).

188 ] 0=0.009 p=0.00 p=0.017

80 -

70 -

60 -

50 ) . .

40 - = sin mutaciones
30 M con mutaciones
20

10 -

0

<45 <40

Total <50

Edad al diagnostico de la primera manifestacion, afos

Frecuencia relativa, %

Figura 15. Proporcion de pacientes con y sin mutaciones por edad al diagnostico de la
primera manifestacion clinica. Se observa una tendencia de una mayor proporcién de pacientes
con mutaciones en MEN1 a menor edad del primer diagndstico. Se us6 la prueba de x* para cada
valor de corte de la edad a la PMC

Al estratificar por sexo, solo fue posible comparar la edad a la PMC en mujeres con y sin

mutaciones, no se observaron diferencias significativas (tabla 6).

Tabla 6. Comparacion de la edad al diagndstico entre pacientes
con o sin alteraciones en el gen MEN1 por sexo.

Edx_PMC p
SEXO _
Mujeres Hombres
Con mutacion 35.1+124 33.8+3.3 0.756
Sin mutacién 45.3+15.3 43 -

Edx_PMC: edad al diagndstico de la primera manifestacion clinica.
Solo un paciente masculino no presenté mutacién en MEN1.
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La presencia de la triada clinica clasica de NEM1 se observé mayormente en pacientes con
mutaciones identificadas (11 de 20) a diferencia de los pacientes sin mutaciones (1 de 9),
y*= 553, p=0.019; RM = 9.8, p=0.048, ICgs0: 1.03-93.5. La caracteristica clinica mas
frecuentemente observada en todos los pacientes con mutaciones identificadas fue el
HPTAP y en segundo lugar los T-TGEP. En cambio en los casos sin mutacion, la segunda
caracteristica mas frecuente fue AH (tabla 7).

Tabla 7. Caracteristicas clinicas de los pacientes* con NEML1 con y

sin mutacion.
CARACTERISTICAS MUTACION SIN MUTACION TOTAL
CLINICAS n=20 n=9 n=29

HPTPA 20 8 28
AH 13 7 20
T-TGEP 16 4 20
TC 4 1 5
ES 3 1 4
PIEL 3 1 4
FEOCROMOCITOMA 1 0 1

* los pacientes con NEM1: incluyendo los casos indice y los familiares. HPTPA -
HiperParaTiroidismo Primario Asilado, AH - Adenoma Hipofisario, T-TGEP - Tumor
del Tracto Gastro-Entero-Pancreético. Caracteristicas clinicas adicionales: TC\ Tumor
Carcinoude, ES- Enfermedad Suprarrenal.

Al comparar la edad de diagndstico de las manifestaciones clinicas de la triada clésica en
pacientes con mutacion identificada y aquellos sin mutacién, encontramos significancia
estadistica (p<0.05) para HPTPA, siendo una edad menor al diagnostico en los pacientes
con mutacion identificada. Una tendencia en el mismo sentido se observo para los T-TGEP

(p=0.072) y para AH las edades fueron similares (tabla 8).

Tabla 8. Diferencias en la edad de diagnostico entre los casos indice con y sin mutacion
por caracteristicas clinicas mas frecuentes.

CARACTERISTICAS MUTACION SIN MUTACION VALOR DE
CLINICAS mediatDE, afios n mediatDE, afios n P t student
HPTPA 34.9 £9.2 20 45.3+15.3 8 0.036*
AH 38.1+£14.1 13 42.7£13.6 7 0.486
TNE-TGEP 37.7£12.9 16 50.84£8.3 4 0.072

ED: edad de diagndstico, HPTPA: hiperparatiroidismo primario aislado, AH: adenoma hipofisario, TNE-TGEP:
tumor neuroendocrino del tracto gastro-entero-pancreatico. * valor estadisticamente significativo
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7. DISCUSION

NEML1 es una enfermedad de origen genético, multisistémica, con un modo de herencia
autosémico dominante y penetrancia edad dependiente. En el presente estudio se describen
las caracteristicas clinicas y moleculares de pacientes con diagnoéstico de NEM1 de un
hospital de tercer nivel. Los pacientes provenian de diferentes lugares de la republica
mexicana. En cuanto al sexo no se encontr6 ninguna diferencia significativa entre la
proporcién de hombres y mujeres, concordando con lo reportado por Romanet y cols.
(2018), en una cohorte francesa de mas de mil pacientes.

La edad promedio de la primera manifestacion clinica fue 37.7 afios, fue similar a lo
publicado por Romaney y cols, de 37.5 afios (2018). Esto concuerda con lo publicado
sobre la penetrancia de la enfermedad que suele ser mayor del 95% a la edad de 40 afios
[Thakker et al., 2012]. No se encontr6 diferencia significativa al comparar las edades por

SEXO0.

El 57% de los casos indices presentaron AHF, al comparar la edad promedio al diagndstico
de laPMC de los casos indice con y sin AHF no fueron estadisticamente significativo.

La frecuencia de HPTA en nuestro estudio fue del 96.6%, lo que concuerda con reportes en
la literatura caucasica y brasilefia, mientras que en la poblacion asiatica se ha observado
una menor incidencia [Lourenco-Jr, 2007; Wu, 2019] siendo en poblacién infantil es la
manifestacion clinica mas frecuente [Vannucci, 2017]. La penetrancia se reporta para el
HPTA en NEML1 es del 100% a la edad de 50 afios [Frost et al., 2018], en nuestra muestra

el paciente que debut6 a mayor edad con HPTA tenia 62 afios.

Todos nuestros HPTA fueron sintomaticos y 17 de 29 presentaron nefrocalcinosis a
diferencia de la poblacién infantil, donde suelen diagnosticarse en periodo asintomatico
[Goudet, 2015; Vannucci, 2017].

Los T-TGEP tuvieron una frecuencia del 60%, similar a lo reportado por Lourengo-Jr, y
cols. (2007), Thakker y cols. (2012), Chiloiro y cols. (2017) y van Treijen y cols. (2018).
El tumor con mayor frecuencia fue el TNE no funcionales concordando con lo reportado

por Chiloiro y cols.; a diferencia de lo reportado en Latinoamérica, en poblacion brasilefia,
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donde el T-TGEP mas frecuente fue gastrinoma [Lourenco-Jr, 2007]. El insulinoma
resultdé de los tumores menos frecuentes, coincidiendo asi con reportes previos en la
literatura [Lourenco-Jr, 2007, Thakker et al. 2012; Chiloiro et al., 2017]. No se presentaron
glucagonomas ni vipomas. De los casos con metastasis, describimos tres casos: dos
gastrinomas y un tumor pseudopapilar de pancreas; aunque poco usual que se presente
metastasis de estos tumores, se sabe, suelen tener un comportamiento mas agresivo
[Thakker et al., 2012].

El 69% de los pacientes presentaron adenoma hipofisario, en la literatura se reporta con una
menor frecuencia (hasta 40%) [Verges, 2002; Thakker et al., 2012] y en poblacién infantil
suelen ser la segunda manifestacion mas frecuente [Goudet, 2015; Vannucci, 2017]. De
estos el adenoma mas frecuentes fueron no secretores, lo cual corresponde con lo reportado
por Yanya y cols (2019) en un centro de referencia chino donde el 48% de sus pacientes
con adenoma hipofisario era de tipo no secretor, a diferencia de lo reportado por Frost y
cols. (2018) donde solo el 10% de los casos fueron no secretor. Dentro de la variedad
secretora predomind el prolactinoma, al igual que en lo publicado por Yanya y cols. (2019).
En nuestra muestra no se encontraron adenomas secretores de hormonas TSH, ACTH FSH

y LH esto puede deberse al tamafio reducido de la muestra estudiada.

El adenoma hipofisario suele ser de las Gltimas manifestaciones clinicas de NEM1 en ser
detectadas, pudiendo deberse al mayor nimero de adenomas no secretores; y que debido a

su tamafio son catalogados en la mayoria de los casos como microadenomas.

Los tumores carcinoides se presentaron en igual proporcién a lo descrito en la literatura:
mas del 10% y con diferentes ubicaciones, timo, bronquio y duodeno [Lourenco-Jr, 2007;
Frost et al., 2018;]. Hasta la fecha existe poca informacion que profundice sobre este tipo

de tumores y su comportamiento en los NEM1.

Respecto a los adenomas de suprarrenales en nuestra muestra fueron no secretores,
coincidiendo asi con lo publicado en la literatura, donde hasta el 90% es no secretor [Frost
et al., 2018]. La enfermedad de Cushing se manifestd en 2 pacientes, sin embargo, esta no

se encontraba asociada a tumor secretor de ACTH y aunque es una manifestacion poco
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frecuente (>2%) en NEMI1, se ha visto que en la infancia puede ser la primera
manifestacion clinica de la enfermedad [Makri, 2018].

Las proporciones de pacientes con afectacion combinada del pancreas, glandulas
paratiroides y la glandula pituitaria reportados en la literatura son 41.9%, 51.7%, 59.8%,
63.0% [Verges, 2002; Sakurai, 2012; Giusti, 2017; Wu, 2019, respectivamente] y 44.8% en
nuestro estudio, independientemente del tamario de la muestra estudiada.

De un total de 23 casos indice con diagndstico clinico de NEM1 solo en 14 (60%) se
encontré una mutacion, siendo esta frecuencia menor en comparacion a lo mencionado en
la literatura, reportandose frecuentemente mas del 90% en los que se confirma una
mutacién [Chandrasekharappa et al., 1997; Frost et al., 2018; Pepe; 2019]. Otros
informes dividen el porcentaje de mutacién por casos familiares donde se describe hasta un
tasa de deteccion de mutaciones en MEN1 mayor al 95% vy en casos aislados entre el 50%
al 65% [Giusti 2017; Wu; 2019]. En nuestro estudio encontramos una tasa de deteccion
menor en los casos familiares 70% y similar en los casos aislados 58%.

El tipo de mutacion méas frecuentemente encontrado en el presente estudio fue de tipo
puntual; de estas las mutaciones, las de tipo sin sentido representaron 7/14 (50%), distinto
de lo reportado en la literatura donde las mutaciones mas frecuentes son de corrimiento
del marco de lectura (40%) [Lemos et al., 2008; Concolino et al., 2016] solos o et al. A
estos tipos de mutaciones (corrimiento de marco de lectura y sin sentido), se les ha
asignado caracteristica de mutaciones deletéreas, debido que en muchos casos da lugar a
una proteina truncada y como consecuencia la pérdida de los dominios funcionales de la
proteina menina. Las mutaciones de sentido erroneo se han asociado a diversos
mecanismos como la inactivacion de menina pues afectan la funcion critica de los residuos
de aminoacidos implicados en las interacciones de proteina-proteina y en su actividad
supresora de tumores, alteracion en la capacidad para regular los promotores diana,
reduccion de la actividad proteica de estabilidad o de degradacion proteolitica [Lemos et
al., 2008; Matkar, 2013; Concolino et al., 2016].

No detectamos rearreglos gendémicos grandes en nuestros casos, aunque el porcentaje de

mutaciones que se detecta con técnica de MLPA varia del 1 al 5% [Lemos et al., 2008;
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Concolino et al.,, 2016; Carvalho et al., 2018]. Aunque la evidencia de correlacion
genotipo-fenotipo no se ha podido establecer. EI grupo Romanet y cols., (2018) postulan
que rearreglos gendmicos grandes se asocian a una menor edad de aparicion de los
sintomas y de diagnostico, cuando compararon la presentacion clinica de estos casos con
otras variantes que generan 0 no proteina truncada (mutaciones sin sentido y de sentido

erréneo). Esta propuesta no ha sido confirmada por otros grupos de investigacion.

En nuestros pacientes no se realizd secuenciacion de la region promotora y ni intronica.
Carvalho y cols., (2018) no recomiendan la busqueda de mutaciones en estos sitios ya que
suelen ser eventos muy raros. En la literatura se han reportado en dos series de casos de 3
exones con mayor frecuencia de mutaciones, los exénes 3, 4 y 10 [Turner 2002; Romanet,
2018] La mayoria de las mutaciones que encontramos en nuestros pacientes se encontraban
en el exon 10, siendo concordante con lo reportado por Romanet y cols (2018), esto puede
deberse a que este exon es el de mayor tamafio en el gen MEN1, seguido del exén 2;
aungue actualmente no se considera que exista un hot-spot especifico para las diversas

mutaciones reportadas.

Més del 80% de las familias con NEM1 tienen una mutacion Unica [Thakker et al.; 2012].
De los 14 pacientes que se reportan en 13 las mutaciones identificadas han sido
previamente descritas. La mutacion ¢.973G>C (p.Ala325Pro), de tipo sentido erréneo
descrita en nuestro estudio, fue previamente reportada por Park y colaboradores [Park,
2003] en una familia coreana donde los pacientes presentaron HPT, insulinoma,
glucagonoma y prolactinoma. En nuestro caso no existia historia familiar de NEM1 y los
tumores eran HPT, TNEP y prolactinoma; a pesar que ambos casos se presentd la misma
mutacion, el comportamiento de los tumores del tracto gasto-pancreéatico fue distinto; otro
ejemplo de que no existe correlacion genotipo-fenotipo. La mutacion c¢.1546dupC
(p.Arg516Profs*15) de tipo corrimiento del marco de lectura, se encontrd en dos familias
no relacionadas, asimismo no se observo correlacion en la edad de inicio ni en el tipo de

tumores asociados.
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En 9 (40%), de los 23 casos indice no se identific algun tipo de mutacién, aunque
en estos pacientes se detectaron al menos dos tumores asociados al espectro de NEM. Se ha
descrito otro tipo de NEM, el tipo 4 como una genocopia del NEM1, los genes
involucrados en esta entidad son cinasas dependientes de ciclinicas, reguladoras del ciclo
celular: CDK1A (p15), CDKN2C (p18), CDKN2B (p21) y CDKN1B (p27). Auln no se
conoce la prevalencia de NEM4, al momento solo se han reportado casos familiares
[Karnik, 2005; Occhi 2013 Falchetti, 2017] por lo que estaria indicado realizar busqueda
de mutaciones en estos genes cuando el antecedente familiar es muy importante. EI gen
donde mas mutaciones se ha identificado es CDKN1B, 15 mutaciones diferentes hasta 2018
[Georgitsi 2008; Cusan, 2018], en nuestro estudio se descartd descartamos rearreglos

grandes tipo insersidn/delecidn en este gen.

En los pacientes negativos a mutaciones en el gen MENL1 y con presencia de acromegalia,
se ha descrito mutaciones puntuales en el gen AIP y rearreglos gendmicos grandes de genes
contiguos (AIP y MEN1) [Falchetti, 2017; Rostomyan, 2017]. En nuestros casos negativos
dos pacientes tenian AH secretores de HC con acromegalia secundaria, sin antecedentes
familiares, sin embargo no se detectaron este tipo de mutaciones en el gen AlP.

Al comparar la edad diagndéstico de la PMC en pacientes con mutacién y sin mutacién
evidente fue estadisticamente significativo, esto podria deberse al fendmeno del doble hit
que predispone a los pacientes con mutacion germinal en MEN1 tener una segunda
mutacién somatica con mayor frecuencia y un mayor riesgo de tumores a edades mas
tempranas. [Vijaraghavan, 2014; Falchetti, 2017; Frost et al., 2018]. Ademas del
fendmeno de anticipacion en el tamizaje diagndstico que suele ocurrir con los familiares de
casos con mutacion identificada [Falchetti, 2017]. Ademas en la edad de presentacion de la
PMC en pacientes con mutacidén encontramos una mayor proporcion de pacientes con edad
menor de 40 afios con significancia estadistica. Al estratificar por sexo la edad de PMC en

pacientes con y sin mutacién, no se observaron diferencias significativas.

La triada clésica clinica de NEM1 se presentd con mayor frecuencia en los pacientes con
mutacion identificada, siendo estadisticamente significativo, ademas del HPTAP y T-TGEP
fueron las manifestaciones clinicas mas prevalentes en pacientes con mutacion al contrario

de los casos sin mutacion donde fueron HPTAP y AH. Es el primer estudio donde se
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evalUan las caracteristicas clinicas de pacientes con dos 0 mas tumores asociados a NEM1 y
no se detecta mutacién en el gen MENL1 ni grandes rearreglos genémicos en los genes AlP,
CDKN1B y MEN1, no obstante falta realizar la secuenciacion de los genes asociados a

NEM tipo 4, para descartar que se traten de una genocopia o fenocopia.

En seis de nuestros pacientes sintomaticos familiares del caso indice con mutacion
detectada, se confirmé la mutacion especifica y la presencia para los distintos tumores
asociados, ocurriendo el fendmeno de anticipacion en la deteccion, ya reportado
previamente [Falchetti, 2017]. La NEM1 es de los pocos sindromes de predisposicion a
cancer que permiten la deteccion de portadores en individuos a partir de los 5 afios. En
nuestro estudio se identificaron 6 portadores, los cuales se refirieron a hospitales
peditricos de tercer nivel.

La NEML1 es una entidad que representa un reto diagnostico para el médico, ya que solo se
sospecha ante la presencia de historia familiar o el hallazgo clinico de 2 tumores asociados,
ocurriendo generalmente a edades tardias en los pacientes. El caracter y evolucion de la
enfermedad dependera de lo temprano del diagndstico y del tipo de tumor que se presente
en el paciente y de la tendencia a malignizarse de estos. La gran diversidad de mutaciones,
la falta de hot-spot y de correlacién genotipo-fenotipo hacen que el tamizaje e

identificacion de mutaciones en el gen MEN1 sea un proceso muy laborioso y costoso.

50



8. CONCLUSIONES

Es el primer estudio en poblacion Mexicana que describe las caracteristicas clinicas y
moleculares de casos indice con diagndsticos clinico de sindrome de NEML1. Dentro de
los datos demogréficos el sexo del paciente no fue relevante para el diagndstico, la edad
de presentacion de la primera manifestacion clinica fue menor de 40 afios, siendo la

caracteristica clinica mas prevalente el HPTPA.

Se detectaron 14 mutaciones en el gen MENL, siendo la mayoria de tipo sin sentido
diferente a lo reportado en la literatura. La mutacién ¢.1546dupC se presentd en dos

casos indice no relacionados. No encontramos rearreglos genémicos grandes.

Al comparar las manifestaciones clinicas de los pacientes con mutacion detectada
contra los sin mutacién encontramos una diferencia significativa siendo una menor edad
de la PMC en los pacientes con mutacién. Ademas, las principales manifestaciones en
pacientes con mutaciones fueron el HPTPA y T- TGEP, mientras que en aquellos sin
mutaciones el HPTPA y AH. En los pacientes sin mutacion detectadas es recomendable
descartar NEM tipo 4.

En los doce familiares de pacientes con mutacion detectada se realiz6 blsqueda de
mutacién dirigida resultando todos positivos: 6 eran sintomaticos y se ingresaron al
INCMNSZ para su seguimiento y tratamiento, otros 6 eran portadores en edades

pediatricas los cuales se refirieron a un hospital pediatrico de tercer nivel de atencion.

La NEM1 es una entidad que representa un reto diagnostico y se necesita un
seguimiento oportuno para detectar las multiples manifestaciones clinicas asociadas al
espectro. La sospecha diagndstica es importante en pacientes con HPTPA con
diagnostico menor de 30 afios, T-TGEP menores de 50 afios y AH en con diagnostico

en la infancia, ademas del antecedente familiar.

El papel del medico genetista en esta entidad es crucial, ya que se necesita un adecuado
asesoramiento que incluya tanto al paciente como a sus familiares de primer grado, al
ser de los pocos sindromes de predisposicion genética a cancer donde el diagnostico

molecular esta indicado desde los 5 afios y el seguimiento es de por vida.
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12. ANEXOS

ANEXO 1. Técnica de toma de muestra de sangre periférica.

1. ldentificar visualmente la vena a puncionar.

2. Colocar el torniquete 2 a 3 cm. Por encima del lugar de puncion.

3. Palpar la vena (asegurarse de que no pulse, si pulsa es una arteria, Figura Al).

4. Limpiar el &rea con la torunda con alcohol del centro hacia la periferia.

5. No volver a tocar el area una vez desinfectada.

6. Colocar la aguja alineada con la vena, en un angulo de 15 grados y con el bisel
hacia arriba.

7. Puncionar la vena en lo posible con un solo movimiento directo, Gnico piel y vena.

8. Retirar el torniquete tan pronto comience a fluir la sangre dentro de la jeringa.

9. Retirar la aguja una vez llena la jeringa (10 cc aprox.)

10. Vaciar directamente con la aguja el contenido de la jeringa en dos tubos de EDTA
(morado).

11. Coloque un algodédn firmemente en el sitio de la venopuncion minimo por 1 minuto.

\
b
Vena cubital media
Nervio cubital ]
-Arteria cubital
) Vena basilica
(o
\ \ C.

Figura Al: Imagen ilustrativa de venopuncion. a) estructuras anatémicas del
brazo; b) sitio y el angulo de la venopuncion; c) remocion del torniquete.
Modificado del World Health Organization, 2010.
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ANEXO 2. Procedimiento de separacion de productos de PCR por electroforesis en
gel de agarosa

Preparacion del gel de agarosa al 1.5%

1.

ISR S A

Se toma un matraz limpio y se agrega 100 ml de buffer TAE 0.5X (tris-acetato-
EDTA.
Disolver 1.5 gr de agarosa para obtener concentracion del 1.5%.

Calentar en horno de microondas aproximadamente 1 a 2 minutos.

Agitar hasta disolver la agarosa.

Preparar la camara de electroforesis, con un peine se forman multiples pozos.
Afiadir a la solucién de agarosa 2 pL de Bromuro de Etidio para visualizacion del
ADN bajo luz UV.

7. Agregar la solucion de agarosa al 1.5% y dejar polimerizar.

Polimerizado el gel retirar el peine.

Electroforesis:

w N

No ok

Llenar la cdmara con suficiente TAE 0.5X para cubrir el gel.

Conectar los electrodos a la fuente de poder.

Realizar la separacion de los productos de PCR junto con un marcador de peso
molecular de 100 pb.

Realizar electroforesis a 100V por 30 minutos.

Al término, retirar el gel de agarosa del buffer TAE 0.5X.

Colocar el gel en cdmara fotogréafica bajo luz UV.

Capturar imagen en equipo UVITEC Imaging System para visualizar amplificados
de interés.
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ANEXO 3. Purificacion de los productos de reaccion de secuencia usando columnas
Centri-Sep ™

Hidratacion de la columna:

1.

2.

Se golpea suavemente la columna para que el sefadex llegue al fondo de la
columna.

Se retira la tapa superior y se adiciona 800 pl de agua bidestilada para
reconstituir la columna.

Se tapa la columna y se hidrata el gel mediante inversion de la columna o
colocandola en el vortex por un breve momento. Dejando solidificar el gel.

Se hidratan las columnas a temperatura ambiental por 30 minutos antes de
usarlas.

Se eliminan las burbujas de aire de la columna de gel invirtiendo y golpeando
ligeramente la columna.

Al solidificar el gel y se encuentre libre de burbujas, se retira la tapa de la
columna superior y luego la inferior.

Se drena el exceso de liquido de la columna (por gravedad) en un tubo limpio de
2 ml.

La columna se centrifuga a 2,700 rpm durante 2 minutos para eliminar el liquido
intersticial, dos ocasiones seguidas.

Procesamiento de la muestra:

1.

Cada muestra se transfiere directamente sobre el centro de la cama de gel en la
parte superior de la columna, sin perturbar la superficie del gel.

La columna se coloca en un tubo colector limpio (1.5 ml) y se centrifuga
durante 2 minutos a 2,700 rpm.

Las muestras se desecaron por medio de vacio sin aplicar calor, durante 60
minutos.
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ANEXO 4. Purificacién de ADN en etanol

Reactivos:

e Acetato de sodio3M a pH 5.2.

Glicogeno 20 pg/pL.

Etanol al 95%.

Etanol al 70%.

Solucion de rehidratacion: Tris-HCL 10mM, EDTA 1mM, pH=8.4

Procedimiento:

Noabkown

© x®

Por cada 10 pL de muestra agregar 1 pL de acetato de sodio Por cada muestra
adicionar 0.25 uL de glicogeno 20 pg/pL.

Preparar el mix para “n” reacciones.

Agregar 10.25 pL de mix cada 100 pL de muestra a purificar. Homogeneizar.
Adicionar 2.5 volumenes de etanol al 95% por cada volumen de muestra.
Centrifugar a 14000 rpm/2 min, descartar el sobrenadante

Lavar el boton con 200 pL de etanol al 70%. Mezclar por inversion.

Centrifugar a 14,000 rpm durante 1 min. Descartar el sobrenadante Repetir el
lavado una vez més.

Secar al vacio durante 10 minutos.

Rehidratar en solucién de rehidratacion.
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ANEXO 5. Procedimiento para la preparacion de reacciones de MLPA.

Reactivos (MLPA® MRC-Holland™):

MLPA buffer

MLPA promix AIP-MEN1-CDKN1B
Ligasa buffer A

Ligasa buffer B

Ligasa 65

SALSA PCR primer mix.

SALSA Polimerasa

Protocolo para la reaccion de MLPA.

1. Desnaturalizacién de ADN (dia 1)
a) 5 uL de ADN (20 ng/uL) en tiras de PCR (alternativamente en placa de 48
para un total de 100 ng por reaccién).
b) Desnaturalizar a 98°C/5 minutos y enfriar a 25°C.

2. Hibridacion de ADN (dia 1).

a) Homogeneizar por vortexeo las soluciones “MLPA probemix” y “MLPA
buffer”.

b) Preparar el Master Mix de Hibridacion (MMH), ver tabla A5.1

¢) Homogeneizar el MMH por vortexeo.

d) Tomar 3 pL del MMH para adicionar a cada una de las muestras
desnaturalizadas.

e) Someter a una incubacion a 95°C/1 min y luego a 60°C/16-20 horas.

Tabla A5.1. Preparacion del MMH.

Reactivo Volumen, pL
MLPA buffer 1.5
MLPA probemix 1.5
Total 3

3. Reaccion de ligacion (dia 2)
a) Homogeneizar los dos buffers de Ligasa por vortexeo.
Nota: no vortexear a la Ligasa misma, este procedimiento la inhibe.
b) Preparar el Master Mix de Ligacion (MML):

Tabla A5.2. Componentes del MML

Reactivo VVolumen pL
dH,0O 25
Ligasa buffer A 3
Ligasa buffer B 3
Ligasa 65 1
Total 32
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¢) Homogeneizar suavemente el MML por pipeteo.

d) Después de la incubacion de las muestras a 60°C por el tiempo antes
indicado, incubar a 54°C, al alcanzar ésta temperatura afiadir a cada una 32
pL del MML y mezclar por pipeteo.

e) Continuar la incubacion a 54°C por 15 minutos, luego inactivar la enzima a
98°C por 5 minutos y detenerla la reaccion a 20°C.

Guardar los tubos a 4°C (maximo dejarlos asi una semana).

4. Reaccion de PCR (Dia 2).
a) Homogeneizar el SALSA PCR primer mix por vortexeo.
b) Precalentar en las manos a la polimerasa durante 10 minutos.
c) Preparar el Master Mix de PCR (MMP):

Tabla 8. Preparacion del MMP

Reactivo Volumen pL
dH,0 7.5
SALSA PCR primer mix 2
SALSA Polimerasa 0.5
Total 10

d) Homogeneizar el MMP suavemente por pipeteo (mantener en hielo hasta su
uso).

e) A temperatura ambiente tomar 10 pL de MMP y afiadirlos a cada una de las
muestras ligadas. Mezclar por pipeteo suave.

f) Correr el siguiente programa de PCR: (95°C por 30 Segundos, 60°C por 30
segundos, 72°C por 60 segundos)* 35 ciclos; 72°C por 20 minutos y 15 °C
por tiempo indefinido.

g) Cubrir las reacciones con papel aluminio o meterlos en una caja oscura,
guardar a 4°C hasta una semana o0 a -20°C por mas tiempo.
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Anexo 6. Genealogias més representativas de las familias.

Genealogia 1.
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