40

Neurofibromatosis tipo 1 (NF1) y su diagndstico molecular
como estrategia del diagnostico diferencial y a edades tempranas
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La Neurofibromatosis tipo 1
(NF1) es un desorden con patrén de herencia
autosémico dominante y con una incidencia
de 1 en 2.500 a 3.000 individuos. Es una
enfermedad multisistémica ocasionada por
mutaciones heterogéneas en el gen NF1. Si
bien se han reportado 1289 mutaciones
(HGMD-Human Gene Mutation Database),
pocas son las relaciones genotipo-fenotipo
descritas. Ademas, se caracteriza por
presentar extrema variabilidad clinica entre
individuos afectados no relacionados, entre
miembros afectados de una familia, y en una
persona en diferentes etapas de su vida. La
existencia de varios métodos moleculares asi
como el cumulo de herramientas bioin-
formdticas aunadas a una estrategia
metodoldgica bien planificada permitira su
identificacion sin mayor dificultad.
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La Neurofibromatosistipo1 (NF1;
MIM 162200), es un desorden con patron de
herencia autosdmico dominante e
incidencia de 1 en 2.500 a 3.000 indivi-
duos(1). Es una enfermedad multisistémica
ocasionada por mutaciones heterogéneas
en el gen NF1, las cuales son esporadicas en,
aproxima-damente, 50% de los casos(2).
NF1 fue identificado y su proteina carac-
terizada, por Cawthon y cols. y Wallace y
cols., respectivamente, en 1990. La
secuencia del ADNc fue descrita por
Gutmann y Collins y Viskochil y cols., en
1993(3).

A pesar de que, aproximadamen-
te, 1289 mutaciones han sido reportadas
(HGMD-Human Gene Mutation Database),
pocas son las relaciones genotipo-fenotipo,
descritas.

NF1 se caracteriza por extrema

variabilidad clinica entre individuos afecta-
dos no relacionados, entre miembros
afectados de una familia, y en una persona
en diferentes etapas de su vida. Adicional-
mente, la frecuencia de complicaciones se
incrementa con laedad(3).

El diagndstico clinico de los
pacientes con NF1, se basa en los criterios
establecidos en la conferencia para el
desarrollo de consensos del Instituto
Nacional de Salud (siglas en inglés NIH), en
1988(4), los cuales toman en consideracion
la condicion de afectacion de piel, huesos y
sistema nervioso, principalmente. Aunque
estos criterios resultan ser altamente
especificos y sensitivos en adultos(5), no se
presentan en algunos nifios menores de 8
afios(6). Para este ultimo grupo, el
diagndstico molecular seria util, pues
aproximadamente, la mitad de aquellos que
estdn afectados y no presentan antece-
dentes familiares, retnen los criterios para el
diagndstico al afio de edad, y la mayoria de
ellos, cumpliran con éstos a los 8 afios.

Aunque en algunos laboratorios el
diagnostico genético de NF1 es rutinario,
algunos factores tales como su gran tamafio,
la carencia de sitios especificos de mutacién
y la presencia de pseudogenes, hacen
laboriosa la identificacién de mutaciones en
NF1. A continuacién, se presenta una
revision de algunos aspectos moleculares de
la NF1, sus caracteristicas genéticas,
manifestaciones, criterios para el
diagndstico clinico, y algunos estudios
mutacionales del gen. Adicionalmente, se
muestra la utilidad del andlisis mutacional
como aporte al diagndstico en nifios



menores, al diagndstico diferencial de la
enfermedad y al pre-natal y/o preimplan-
tacional.

El gen NF1 codifica la proteina neurofi-
bromina, asociada con la supresiéon tumoral

El gen NF1 se localiza en el
cromosoma 17q11.2(7-9), tiene un tamafio
genomico de 282,751 pb, 60 exones, y
codifica al menos tres transcritos sola-
pados(10). Cuatro exones alternativamente
empalmados(11) y pseudogenes en los
cromosomas 2, 14, 15, 18, 21 y 22(3) han
sido descritos. Adicionalmente, en el intron
27 se localizan los genes EVI2A, EVI2B
(ecotropic viral integration site 2A y 2B) y
OMGP (oligodendrocyte-myelin
glycoprotein) que se transcriben en
direccién opuestaal NF1(12-14).

La transcripcion de NF1 ocurre en
direcciéon centrémero-telémero, y genera un
ARNmde 11a 13 kb, conun marco de lectura
abierto de, aproximadamente, 9 kb. Su

producto proteico, nerofibromina, tiene 280
kDa y expresion ubicua(11) en fibroblastos
de piel, cerebro, bazo, pulmdn, musculo,
neuroblastoma, neurofibroma, células de
neurofibrosarcoma NF1, carcinoma de colon
y cdncer de mama, entre otros(8,15,16).

La funcién de los 3 dominios que
forman la proteina(17-19) se comprende
parcialmente. El do- minio GRD (GAP-
related domain) de, aproximadamente, 360
aminoacidos, ubicado en la region central de
la neurofibromina y determinado por los
exones 20 a 27a, muestra homologia
estructural y funcional con la familia de
proteinas activadoras de GTPasa (GAP). Este
dominiointeractua con la proteinaras-GTPy
promueve la conversién de ras-GTP a su
forma inactiva ras-GDP regulando
negativamente la via de sefalizacion
p21ras(17,20,21). Consecuentemente, a la
neurofibromina se le considera un supresor
tumoral(22), pues la reduccién de su
produccidn (en células haploinsuficientes) o
la completa pérdida de ésta, conlleva la

activacion de la proteina ras, que a su vez
regula una cascada de vias de sefializacion
posteriores, entre ellas, las proteinas
quinasas activadas por mitégenos (MAPK),
fosfoinositol 3-quinasas (P13K), proteina
quinasa B (PKB) y proteina quinasa diana de
rapamicina en células de mamifero
(mTOR)(3). La activacién de estas vias,
ocasiona una variedad de efectos celulares
que, generalmente, estimulan la
supervivencia y proliferacién celular(23)
(Figura1).

La pérdida de la funcion de esta
proteina, se asocia con tumores benignos y
malignos encontrados en tejidos derivados
de la cresta neural(24). Asi, generalmente,
en ausencia o reduccién dréstica de la
neurofibromina, se pueden encontrar
niveles elevados de ras-GTP en tumores de
los nervios periféricos de pacientes con
NF1(25). El aumento del riesgo de tumores
malignos en NF1, es compatible con la
pérdida de funcion de la neurofibromina,
como regulador negativo del oncogén
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ras(21).

Los otros dominios potenciales funcionales en la
neurofibromina son: un dominio rico en residuos de cisteina y serina
(CSRD) entre el exédn 11 y 17 que codifica varios sitios de
reconocimiento para proteina quinasa dependiente de AMP
ciclico(18), y el dominio NF1-Sec-PH relacionado con la unién a
fosfolipidos(19). Interacciones directas o indirectas entre la
neurofibromina y otras proteinas, también han sido documentadas,
aunque no se conoce su significado bioldgico(26).

e

Figura 1. La neurofibromina actia como regulador negativo de laviade
sefializacion Ras, promoviendo su forma inactiva Ras-GDP. La
neurofibromina es un tipo de proteina activadora de la actividad
GTPasa (GAP) que se une alaforma activa de la proteina ras (ras-GTP)
y la inactiva (ras-GDP) y, consecuen- temente, no hay proliferacion ni

supervivencia celular alterada. Los factores de intercambio de
nucledtidos de guanina (GEF) realizan el paso contrario, reactivando
a Ras al promover el intercambio de GDP a GTP. La pérdida de la
funciéon de la neurofibromina, en individuos NF1 heterocigotos y
homocigotos evita la conversidon de Ras-GTP a Ras-GDP, y esto a su
vez, desencadena cascadas de sefializacion posteriores con efectos
de supervivencia y proliferacion celular, entre otros (ver texto para
informacion detallada). Abreviaturas: Ras-GDP, forma inactiva de la
proteina Ras unida a guanosin difosfato. Ras-GTP: forma activa de la
proteina Ras unida a guanosin trifosfato. Raf: serina-treonina
proteina cinasa. MAPK: proteinas cinasas activadas por mitégenos.
P13K: fosfoinositol 3-cinasas. Akt/PKb: proteina cinasa b. mTOR:
proteina cinasadianaderapamicina en células de mamifero.
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La NF1 se hereda de forma autosémica dominante, su fenotipo es
variabley completamente penetrante

La pérdida de funcidn de un gen es causada por mutaciones
que interrumpen su capacidad codificante(27). NF1 exhibe un patrén
de herencia autosémico dominante, los individuos afectados tienen
un genotipo heterocigoto y la descendencia de éstos tiene 50% de
riesgo de heredar el gen alterado(28). La mutacion en los individuos
heterocigotos causa haploinsuficiencia, y por ello, la Unica copia
funcional no produce suficiente neurofibromina para asegurar un
desarrollo y crecimiento celular normal®. No existen individuos
homocigotos(26) y los ratones homocigotos (Nf1”) mueren en el
utero, lo cual indica la importancia vital de la neurofibromina(29,30).
La penetrancia de NF1 es 100%(26) y se completa, esencialmente,
entre los cincoyocho afios de edad(6,40).

NF1 tiene una de las tasas de mutaciéon mds al- tas y las
mutaciones esporadicas ocurren casi en la mitad de los pacientes
afectados(31,32). Las mutaciones esporadicas en NF1 de la linea
germinal, estan sesgadas hacia el sexo. De éstas mds de 80% tienen un
origen paterno(33). Otras mutaciones, llamadas microdeleciones del
locus, tienen, en su mayoria, un origen materno(34), abarcan, aproxi-
madamente, 1,5 Mb e incluyen NF1yregiones flanqueadoras(35).

Gran variabilidad fenotipica entre pacientes con NF1, se
aprecia intra e inter-familiarmente, alin cuando se presentan
mutaciones idénticas en el gen(36). Entre familias de Corea con la
misma mutacién, se observé que unos miembros manifestaron
patologias malignas y otros menos severas. Intra-familiarmente,
aunque madre e hija presentaron una delecion, del exén 2 al 47 (c.61-
8315del), la primera, de 29 afios, desarrollé sélo manifestaciones
cutdneas, y la segunda, de 6,2 afios, glioma cerebral, pseudoartrosis
severa de tibiay escoliosis(37).

Esta expresividad variable, podria deberse al efecto de
genes modificadores o mutaciones somaticas secundarias dentro de
los tejidos tumorales(38,39). Adicionalmente, variantes de un gen
podrian afectar la estructura y funcion de la proteina, y ocasionarian,
asi, fenotipos variables(40).

Sélo dos correlaciones genotipo-fenotipo, las cuales,
también, son ejemplos de la variabilidad fenotipica de NF1 han sido
observadas: 1) la delecion completa del gen, microdeleciones NF1,
caracterizada por laapariciéon tempranay numerosa de neurofibromas
cutaneos, con mayor frecuencia y la severidad de anormalidades
cognitivas, malformaciones, tumoracion y riesgo aumentado de
malignizacidn(41,42); y 2) la delecion especifica de tres pb en el exén
17, ¢.2970-2972 delAAT (p.990delM), asociada con pigmentacion,
nédulos de Lisch y ausencia de neurofibromas cutdneos o
neurofibromas plexiformes(40).



Las manifestaciones clinicas como criterios
para el diagndstico

El diagndstico de pacientes con
NF1 se basa, primordialmente, en los
criterios NIH(4) (Tabla 1), pero también en
otras manifestaciones, con frecuencia media
y ocasional, abajo mencionadas(5). Este
requiere de un examen clinico cuidadoso del
paciente, sus padres, hermanos y una
historia familiar detallada, que incluya
informacién clinicay en ocasiones exdmenes
complementarios(43).

Las manifestaciones clinicas mas
frecuentes en pacientes con NF1 son las
alteraciones en las manifestaciones de la piel
(mas de 99%), neurofibromas cutaneos (mas
de 99%)[5 en superindice] , nédulos de Lisch
(de 90-95%) y efélides (85%)(5,40). Otras
complicaciones en diversos sistemas
podrian presentarse. Las discapacidades de
aprendizaje, desarrollo de anormalidades
esqueléticas, enfermedades vasculares,
tumores del sistema nervio- so central o
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malignos de la vaina de los nervios
periféricos se presentan con frecuencia(3).
Algunas complicaciones raras, que afectan a
menos de 5% de los pacientes incluyen
epilepsia, hidrocefalia, problemas
cardiovascularesy escoliosis distrofica(44).

.

Tabla 1. Criterios para el diagndstico clinico
dela Neurofibromatosis tipo 1

* Saw o mds manchas cale con leche mayares de 5 mm

o padentes prepeberales y mayorss de 15 mm oen
pacientes postpuberdes

* Do 0 més neunofitromas de oualguier ipo. o un nes-
rofibroma plexifamme

* Sagno de Crowe (afdlides axilares o ingumales)

= Gligma de nerwa:ophcn

= Do o mas nidules ge Lisch thamartomas de is)

* Lasiones dseas fipicas (displasia del esfenoides, deplasa
o adelgazamienta coetical de hwsesos langos con o sin
prasudaart L)

= Aniecedentss de neurofibramaiosis tpo | en padres o
hermanas

Si 2 0 mas de estos criterios son encontrados en un individuo se
realiza el diagnostico de NF1.
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Los tumores del sistema nervioso
central y los neurofibromas podrian resultar
enimportante morbilidad y mortalidad(45) y
reducir la esperanza media de vida de las
personas con NF1 en, aproximadamente, 15
afios. Las causas mas importantes de muerte
temprana son las manifestaciones malignas
y enfermedades vasculares(3,36,46).
Individuos entre 20-35 afios tienen 8-13% de
riesgo de desrrollar tumores malignos de la
vaina de los nervios periféricos, predomi-
nantemente(47), los cuales son dificiles de
detectar, facilmente metastasicos y a
menudo de mal prondstico(48).

Fenotipos leves de NF1 son
causados por mosaicismo originado por
mutaciones después de la fertilizacion(26) y
se clasifican como segmentario,
generalizado, o gonadal(49). El generalizado
es clinicamente similar a la NF1 cldsica, pero
se presenta poca o ninguna evidencia de la
enfermedad al examinar los leucocitos
sanguineos para detectar mutaciones. El
segmentario ocasiona regiones con

NO LO PIENSE MAS, TENEMOS EL EQUIPO IDEAL PARA SU LABORATORIO

G0 Hnmngramasﬂ!nm
Diruw Bcec.3 ooB

s/Horg

iardeo Lew

43




alteraciones pigmentarias, crecimientos
tumorales, o ambos, limitados a una o mas
regiones del cuerpo(50). El gonadal, causa
mutaciones en las génadas, y puede
deducirse cuando dos o mas hijos de padres
no afectados desarrollan la enfermedad(51).

Utilidad del analisis mutacional para el
diagndstico de la NF1 en niiios menores, en
el diagndstico diferencial y en el diagnéstico
prenatal o preimplantacional

El analisis mutacional es,
especialmente, Util en niflos pequefios con
historia familiar negativa y que llenan
parcialmente los criterios de diagndstico
NIH, en niflos con presentaciones
atipicas(3), en el diagndstico diferencial o en
el diagndstico genético prenatal o
preimplantacional(5,50).

Aunque los criterios de diagndstico
NIH son utiles para la deteccion de NF1,
algunos de éstos se manifiestan a una edad
superior a los 3 afios y estan presentes al
nacimiento sélo en algunos pacientes5. Por
ello, el diagndstico definitivo, usando
dichos criterios puede ser realizado, para
la mayoria entre los cuatro y cinco
afios(28,40). Aproximadamente 46% de los
casos esporadicos de NF1, no cumplen con
dichos criteriosalaedad de unafio(6).

Seis 0 mds manchas café con leche
se presentan desde el nacimiento, en mas de
99% de los casos con NF1y este criterio es el
mas frecuente(5,6) y altamente sugestivo
de la enfermedad(52). Sin embargo,
aproximadamente, 1% de los nifios que
manifestardn la enfermedad a edades
superiores, podrian presentar un numero
inferior a seis manchas, lo cual no ayudaria
en el diagndstico clinico, pues menos de 1%
de los nifios menores de 5 afios sin NF1,
presentan mas de dos manchas(52). Otros
infantes, cuyos padres no muestran signos
de NF1, muestran manchas café con leche,
sin otras manifestaciones(3).

La prevalencia de la NF1 en Irlanda
del Norte, en menores de 16 afos(53), fue
17,6 por cada 100.000 (1 en 5.681) nifios y
éstos desarrollaron numerosas
complicaciones. Las mas frecuentes, desde
el nacimiento, incluyen dificultades de
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aprendizaje (30-60%), neurofibromas
plexiformes (30-50%), escoliosis (10%)(5) vy
glioma del nervio dptico (15-20%)(5,36).
Estos ultimos, se presentan antes de los seis
afios, pero podrian volverse sintomaticos en
la infancia tardia o la adultez y causar
ceguera(28).

Un analisis mutacional exhaustivo
permitiria identificar mutaciones en un poco
mds de 92% de pacientes que cumplen con
los criterios NIH(54,55). Este analisis,
ademas, de permitir la confirmacion del
diagnodstico de NF1, facilitaria la
identificacion de las mutaciones en el
afectado, utiles para diagndsticos pre-
natales y pre-implantacionales de su futura
descendencia debido a que sélo 50% de ésta
tiene la probabilidad de tener la enferme-
dad. Mientras que el resultado del
diagndstico pre-natal podria sugerir a la
pareja la interrupcion terapéutica del
embarazo, el diagndstico pre-implantacional
podriaevitarlo(56).

Los estudios mutacionales
apoyarian, también, el diagndstico
diferencial de la NF1 respecto a sindromes
como Noonan, LEOPARD, sindrome
cardiofaciocutaneo, Costello, Legius, entre
otros(5,26). Estas condiciones comparten un
grado variable de dificultad de aprendizaje,
defectos cardiacos, dimorfismo facial, baja
estatura, macrocefaliayanormalidades de la
piel(57). Por ejemplo, pacientes con
fenotipo leve, quienes cumplen con los
criterios para NF1, podrian padecer el
sindrome Legius, caracterizado por
mutacion en SPRED1(58). Aproxima-
damente, 1 a 2% de pacientes que cumplen
con los criterios de diagndstico NF1,
presentan mutaciones en SPRED1(59).

En resumen, todos los pacientes con
muta- cién en NFI manifestaran la
enfermedad debido a que la penetrancia de
NF1 es 100%(26), pero no todos cumpliran
con los criterios NIH antes de los cuatro o
cinco afios. Algunos pacientes que llenan
estos criterios y exhiben fenotipos leves
podrian presentar otros sindromes. Por
estas razones, los estudios mutacionales
pueden proveer informacion oportunay una
confirmacién del diagndstico clinico para un

manejo personalizado del paciente.
Adicionalmente, la informacién generada,
mediante estos analisis, seria Util para los
diagnodsticos prenatales, pre-
implatacionales y las asesorias genéticas.
Asi, la idea de modificar(6) e incluir la
presencia de una mutacién patogénica a los
criterios NIH(50,57) para facilitar el
diagnostico a edades muy tempranas es
razonable. El aumento en la cantidad de
estudios de diagndstico molecular y en el
nimero de mutaciones, también, de-
muestra la utilidad de los mismos para
confirmar el diagndstico clinico.

Panorama del analisis mutacional en NF1

La determinacién de mutaciones en
NF1 mas que compleja es laboriosa, debido
a numerosos exones codificantes,
heterogeneidad mutacional, tamafio del gen
y laausencia de “puntos calientes”(59-61). El
reporte de mutaciones, ha aumentado
desde 1992, cuando se cred el International
NF1 Genetic Analysis Consortium con la
finalidad de detectar las mutaciones y
organizar la informacién creciente en bases
de datos(18). Asi, en el consorcio se
reportaron mas de 100 mutaciones en la
linea germinal en 1996(62) y 240 en
1997(63). HGMD (Human Gene Mutation
Database), reportd mas de 400 mutaciones
en 2004(64) y mas de 1.289, que incluyen
mutaciones sin sentido, con sentido
equivocado, errores de empalme;
deleciones, inserciones e indels pequeiias;
deleciones e inserciones gruesas; complejos
y repeticiones en mayo de 2015.

Diversas técnicas moleculares
utilizadas en estudios provenientes de
paises como Alemania(18), Italia(60,65,66),
Espana(22,61), Brasil(64), Cuba(67),
Corea(37) vy Estados Unidos de
Norteamérica(69), ofrecen un amplio rango
de sensibilidad para la deteccidén de
mutaciones en NF1. Las mismas, se pueden
identificar en aproximadamente, 85-95% de
los casos, utilizando una combinacion de
técnicas moleculares(5). El porcentaje de
sensibilidad mayor, 95%, se obtuvo al utilizar
las técnicas combinadas MLPA, RT-PCR,
DHPLysecuenciacidon(22) (Tabla 2).



Entre los métodos utilizados en los
estudios anteriores figuran los de barrido
tales como: SSCP, TGGE, DHPLC y PTT y
otros a saber: secuenciacién, qPCR, RT-PCR,
MLPA y FISH (Tabla 2). Algunos laboratorios
utilizan los métodos “de barrido”, para
minimizar los costos, pues aunque éstos no
identifican el tipo de mutacién, permiten
descartar los exones normales, de los exones
mutados en aquellos genes con hetero-
geneidad alélica fuerte, es decir, con
posibilidad de mutaciones a lo largo de todo
el gen. La deteccidn exacta de la mutacidn
debe realizarse, posteriormente, mediante
secuenciacion(68), técnica que utiliza,
frecuentemente, ADN gendémico o ADN
copia obtenido por RT-PCR, para detectar
mutaciones puntuales que oscilan entre una
base y algunas decenas de bases. Otros
laboratorios con mayor facilidad econémica
o que conocen lamutacidn puntual existente
en la familia utilizan la secuenciacién como
primera alternativa y esta prdactica ha
aumentado debido a la disminucién de los
costos asociados a la secuenciacién en los

Ultimos afios. EI MLPA, FISH, cariotipos, y
métodos de analisis de multiples
polimorfismos de un solo nucledtido (SNPs)
se utilizan para identificar mutaciones
gruesas, es decir aquellas que involucran
segmentos grandes incluso varios genes, y
por lo tanto, permiten la deteccién de la
deleciéon completa del gen, delecién de
exones, duplicaciones y rearreglos
cromosomicos.

El porcentaje de deteccion de
mutaciones varia de acuerdo con los
protocolos de analisis utilizados. Mientras
que el protocolo de varios pasos, basado
tanto en la secuencia del ADNc, ADN
gendmico, asi como la deleciéon completa de
NF1identificamas de 95% de los casos, el de
la secuencia gendmica, Unicamente,
identifica, aproximadamente, 61%. El
analisis de deleciones y duplicaciones,
determina aproximadamente, 5% vy el
citogenético menos de 1%(28).

Abundantes mutaciones (Tabla 2)

fueron localizadas uniformemente en NF1,
desde el exdn 1 al 47(18,37)y decayeron en
densidad en los ultimos exones(22). El tipo
de mutacién mas frecuente fue la sin
sentido, producida por la introduccién de un
coddn de parada prematuro, que a menudo
altera el empalme del ARNm(28) y origina
formas truncadas de neurofibromina,
observadas en80%(18), 77%(61), 81%(60),
76,9%(37) y72%(22) delos casos.

Aunque las mutaciones sin sentido
causan la terminacion prematura de la
proteina, las deleciones e inserciones
pequefias generan transcritos con
corrimiento de lectura que, también,
podrian producir proteinas truncadas.
Igualmente, las mutaciones en sitios de
empalme y deleciones gruesas en el gen,
pueden generar proteinas acortadas(37).

Mutaciones con sentido equivo-
cado, las cuales producen sustitucion de
aminoacidos, en sitios conservados dentro
de la proteina(18,37,69), también, se
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Tabla 2. Resumen de algunos estudios moleculares para determinar las mutaciones en el gen NF1

# Casos Técnicalsh Yo e MNivel Variantes encontradas/ Mutaciones “*Mutacionies) mas Ref.
Indiv.  (FE) efectividad  estudiadeo  tipo mas frecuente® NUEVas frecuente (s)loc,
# de pacientes
521 - PTT, TGGE, A0/BS (47, 1%) AN 301, 278 patogénicas: B4 mulaciones 16 CASITTIRIS1IX) 18
SEC G521 {53, 7% ARNmM sin sentidof{30,2%)1*, 78 del., 32 ins., 30 Jfoxdén ¥7a 7
184/335 (54 9%) Proteina por pérdida de exones out of frame, 25 A5 8delTGTT
por pérdida de excnes in frame, 28 con femdn 4b f6 6TESdeTTAC
sentido equivocado y 1 mutachn en el Jemidn IS
codidin 1
474 637127 cDMA-SSCRY 18074 {30,9%) AN 142; 70 del. & ins /40 3%)*, 44 de em- 104 DI0C=T (RI04K &1
HD ARNm palme, 12 sin sentido, 14 con sentida Jewbn T T
equivocadn, @ deleciones de aminod- BIG2C=A (Y2 264X)
cidos Jaxtn 376
440 1%25 PCR-DHPLE, 2940 (72,5%) AN 29; 9 mutaciones sn senbdod3F]%)", 18 A99de{TGTT 65
SEC 8 del, B con Sentido equivocado, 4 de fexan 4k 2
empalme, 1 ins. v 1 reameglo compleo G709C=T (R2237X)
fewéin 36 2
LRL - PTT, DHPLE, 9047 10 (81.8%) ADN 80; 75 patogénicas IS5 mutaciones sn Frs 495 498delTGTT fendn &0
5EC ARNm sentdodI3 %), 20 del., 5ins, 6 por pér Ak 3
Protaina dida de exones ouwt of frame, 4 parreglos £ 3F16C=T (R1I06XMexndn
complejos, 1 dup. en tndem, 3 por pér- 23-1/3
dida de excnes in frarne, 10 con sentida CE709C>T (RE2ITHWexntn
equivocado y 1 del, pequefia dentro del AE3
marco de lectura
55 33522 PLR-55CR @55 {16,4%) AN S 4 patogénicas: 1 mutacdm sin sentico, 3 FS65C =T {0 189X) B
SEC 1 con senthdo equivecado, 1 del. vy 1 en desidn 2141
witio Aceplor de empalme 3525352 Gkl A
Sexdn 201
40674 =G (E1356G)
Jotn 23241
c4111-1G=-4
Aintran 23,24
B3 BT MALPA, QPCR, 2363 (36,5%) AN 23: 9 del. de 1odo o genf39%)*, 5§ del. 22 Del. 1odo & gen b6
FISH Cramaso-  mult-esdn, &6 del. de dnica extn tipo V6
mas Ded. exones 3 y £a/3
42 1M Canatipo 2042 44, ) Cromosoma 20 1 inseroon, 1 del. de todo el gen - ns{; 17hig33; g &7
de alta 2q1211 22
resolucdn del (17 11241
56 1046 MLPA, AT- SHSE (95%) ADN 53: 16 mutaciones sin senbdo/(30. 2%, 23 Ded. todo of gen'G &6
PCR, DHPLE, ARNmM 15 del,. inserciones o duplicaciones 2033 F034insC
SEC pequenas de 1 o vanos nucledtidos, 11 fembin 132
de empalme, & del de todo & gen, 3 C3B26C-T (Arg 12 ex)
con sentido equivocado, 1 del. de dnico fexdn 2242
exday, 1 del multi-axdn CAS3ITC=T (Arg1513X)
St 27472
- 473 SEC, RT-PCH, S2778 (66,7T%) ALM 52: 18 mutacionses sin sentidof(34.6%)", 16 C 1A =GIMIVYE 37
MLPA, FISH ARMT 12 con sentida equivacada, 11 de empal Jexmbn 13
Cromosoma  me, 7 del. e ins. pequenas, 4 delecones C.2033_2034insC
gruesss de mas de 1 exdn finran 1362
c 25407 = C(LRATP)
fewtin 162
cASEI7C=TIR1513X)
Jemdn 2T7al2
55466 = AR18490)
fextn 292
C.BF92C =AY 2264K)
Fexdin 3772
c BPOZC=GY2264X)
fewtin 372
3ra - RT-FCR, SEC, 169378 (44,7%) ADM 1271 33 mutachones sin sentdo26%)7, 54 - =]
qPFCR ARMM 32 de empalme, 27 con 2entido equivo-
cado, 23 del, B inydup, 4 indels

Abreviaturas: DHPLE: Denaturing High Performance Liguid Chromatography; FIT: Protein Truncation Test; PCR: Polpmerase Chain Reaction; S5CF Single Strand Conformation
Polymorminsm; TGGE: Temperature Gradient Ged Elecirophoress; SEC secuenciaciin; MLPA: Muftiplex Ligetion-dependent Probe Amphfication; gPCR: Quantiative PCR; FISH:
Fluovescent in Sifw Hpbndization; RT-PCR: Reverse Transcrption Polymerase Chain Reaction;HD: heterodupiex; in frame: dentra del marco de lectura traduccional; of frame:
fuera del rarco de lectura traduccional; ADN! Acldo Desoxirribonucleico; ARKM: ARN mensajerc; cDMA: ADMN copla; del.: debacibn; Ins. insercién; dup.. duplcacsin; g brazo
largo del cramosoma; A Adenina; C Grocina, G Guanina T Timina,y: Tirasina; R Arginina; O @ Glutamina; L Leucing, P Proling; M Metionina] ¥ Yalina, E: Acido Glutamico,
G: Glicina; Arg: Argining, X Stop. Indiv: Indedducs, F: Familiar E: Exporadico; foc.: localizacian, **5e mantuva la nolacidn pars B escritura de las mutacionss, utilizada en o
articulo orginal; *Tipo de mutacidn ms frecuente; - Infarmacion no disponible.
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reportaron y por la ubicacién de su
ocurrencia podrian resultar en un cambio
funcional(69). Deleciones completas del
gen, se han encontrado, generalmente,
entre 4-5% de los individuos conNF1(70).
Otros estudios mostraron porcentajes
similares 4,5%(66), o aproximados 11%(22),
1,59%(69).

Herramientas y bases de datos
bioinformaticas han sido utilizadas para
caracterizar mutaciones en NF1: para el
modelado molecular(60,64), disefio de
oligonucledtidos(64,65) y determinacion de
mutaciones(22,40,69). En la actualidad se
utilizan herramientas computacionales para
determinar los mecanismos de errores de
empalme, la patogenicidad de las
mutaciones y el alineamiento de
proteinas(69).

En resumen, la existencia de varios
métodos moleculares asi como el cimulo de
herramientas bioinformaticas aunadasauna
estrategia metodoldgica bien planificada
para la identificacion de mutaciones en NF1,
permitird su identificacion sin mayor
dificultad. En este contexto, se sugiere
considerar los siguientes aspectos: andlisis
de la regién codificante y las regiones
limitrofes exdén-intrén, aplicacion de
métodos para detectar variables puntualesy
gruesas, usar la secuencia de referencia
gendmica correcta, evaluar los
antecedentes e historia familiar del paciente
y el tipo de mutacion a determinary evitar la
aplicacion paralela de técnicas para ahorrar
costos. Es preferible aplicarlas de manera
paulatina hasta encontrar la mutacion.
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