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Neurofibromatosis tipo 1 (NF1) y su
diagndstico molecular como estrategia
del diagnéstico diferencial y a edades
tempranas

MARTHA GOMEZ'*, ORIANA BATISTA!2®

Molecular diagnosis as a strategy for
differential diagnosis and at early ages
of neurofibromatosis type 1 (NF1)

Neurofibromatosis type 1 (NF1), is a haploinsufficient and multisystemic
disease, caused by inherited or sporadic mutations in the NF1 gene. Its incidence
is one in 2,500 to 3,000 individuals, it has an autosomal dominant pattern of
inheritance, high clinical variability, complete penetrance and age-dependent
complications. Neurofibromin is the product of the NF1 gene and is believed
to act as a tumor suppressor since the loss of its function has been associated
with benign and malignant tumors in neural crest-derived tissues. Only two
correlations between clinical phenotype and mutant alleles in the NF1 gene have
been observed. The established criteria for disease diagnosis are very efficient in
adults and children older than 3 years of age, but not for children under this
age. Mutational analysis is therefore recommended to confirm the disease in
young children with a negative family history. A pathogenic mutation in the
NF1 should be added to the list of diagnostic criteria. Mutational analysis is also
recommended for differential diagnosis and for prenatal or pre-implantation
genetic diagnosis, taking into consideration the family history and the type of
method to be applied. Molecular studies of this disease using different compli-
mentary molecular techniques and bioinformatics tools have characterized NF1
gene mutations at both the DNA and mRNA levels, increasing the mutational
spectrum. Consequently, about 1,289 defects have been reported to date, mainly
nonsense/missense mutations, deletions and splice site defects.

(Rev Med Chile 2015; 143: 1320-1330)
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#162200), es un desorden con patrén de

herencia autosémico dominante e inci-
dencia de 1 en 2.500 a 3.000 individuos'. Es una
enfermedad multisistémica ocasionada por mu-
taciones heterogéneas en el gen NFI, las cuales
son esporadicas en, aproximadamente, 50% de
los casos®. NF1I fue identificado y su proteina ca-

l a Neurofibromatosis tipo 1 (NF1; MIM
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racterizada, 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 19933,

A pesar de que, aproximadamente, 1289 mu-
taciones han sido reportadas (HGMD-Human
Gene Mutation Database), pocas son las relaciones
genotipo-fenotipo, descritas.
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NF1 se caracteriza por extrema variabilidad
clinica entre individuos afectados no relaciona-
dos, entre miembros afectados de una familia, y
en una persona en diferentes etapas de su vida.
Adicionalmente, la frecuencia de complicaciones
se incrementa con la edad®.

El diagnéstico clinico de los pacientes con NF1,
se basa en los criterios establecidos en la conferen-
cia para el desarrollo de consensos del Instituto
Nacional de Salud (siglas en inglés NIH), en 1988,
los cuales toman en consideracién la condicién
de afectacién de piel, huesos y sistema nervioso,
principalmente. Aunque estos criterios resultan
ser altamente especificos y sensitivos en adultos®,
no se presentan en algunos nifios menores de 8
afios®. Para este dltimo grupo, el diagnéstico mo-
lecular serfa util, pues aproximadamente, la mitad
de aquellos que estdn afectados y no presentan
antecedentes familiares, rednen los criterios para
el diagnostico al afio de edad, y la mayoria de ellos,
cumplirdn con éstos a los 8 afos.

Aunque en algunos laboratorios el diagnéstico
genético de NF1 es rutinario, algunos factores tales
como su gran tamaiio, la carencia de sitios especi-
ficos de mutacién y la presencia de pseudogenes,
hacen laboriosa la identificacién de mutaciones
en NFI. A continuacidn, se presenta una revision
de algunos aspectos moleculares de la NF1, sus
caracteristicas genéticas, manifestaciones, criterios
para el diagnéstico clinico, y algunos estudios
mutacionales del gen. Adicionalmente, se muestra
la utilidad del andlisis mutacional como aporte
al diagnoéstico en nifios menores, al diagnéstico
diferencial de la enfermedad y al pre-natal y/o
preimplantacional.

El gen NF1I codifica la proteina neurofibromina,
asociada con la supresion tumoral

El gen NFI se localiza en el cromosoma
17q11.277, tiene un tamano genémico de 282,751
pb, 60 exones, y codifica al menos tres transcri-
tos solapados'®. Cuatro exones alternativamente
empalmados'' y pseudogenes en los cromosomas
2, 14, 15, 18, 21 y 22° han sido descritos. Adicio-
nalmente, en el intrén 27 se localizan los genes
EVI2A, EVI2B (ecotropic viral integration site 2A y
2B) y OMGP (oligodendrocyte-myelin glycoprotein)
que se transcriben en direccién opuesta al NF1'*!4,

La transcripcion de NFI ocurre en direccién
centromero-telémero, y genera un ARNm de 11

Rev Med Chile 2015; 143: 1320-1330

a 13 kb, con un marco de lectura abierto de, apro-
ximadamente, 9 kb. Su producto proteico, neu-
rofibromina, tiene 280 kDa y expresién ubicua'!
en fibroblastos de piel, cerebro, bazo, pulmén,
musculo, neuroblastoma, neurofibroma, células
de neurofibrosarcoma NF1, carcinoma de colon
y cdncer de mama, entre otros®'>'e.

La funcién de los 3 dominios que forman la
proteina'”" se comprende parcialmente. El do-
minio GRD (GAP-related domain) de, aproxima-
damente, 360 aminodcidos, ubicado en la regién
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 dominio interactda con
la proteina ras-GTP y promueve la conversién de
ras-GTP a su forma inactiva ras-GDP regulando
negativamente la via de sefializacién p21ras'’*2.
Consecuentemente, a la neurofibromina se le
considera un supresor tumoral®, pues la reduccién
de su produccién (en células haploinsuficientes) o
la completa pérdida de ésta, conlleva la activacién
de la proteina ras, que a su vez regula una cascada
de vias de sefnalizacién posteriores, entre ellas,
las proteinas quinasas activadas por mitdgenos
(MAPK), fosfoinositol 3-quinasas (P13K), protei-
na quinasa B (PKB) y proteina quinasa diana de
rapamicina en células de mamifero (mTOR)’. La
activacidn de estas vias, ocasiona una variedad de
efectos celulares que, generalmente, estimulan la
supervivencia y proliferacion celular® (Figura 1).

La pérdida de la funcién de esta proteina, se
asocia con tumores benignos y malignos encontra-
dos en tejidos derivados de la cresta neural®. Asi,
generalmente, en ausencia o reduccién drastica de
la neurofibromina, se pueden encontrar niveles
elevados de ras-GTP en tumores de los nervios
periféricos de pacientes con NF1%. El aumento del
riesgo de tumores malignos en NF1, es compatible
con la pérdida de funcién de la neurofibromina,
como regulador negativo del oncogén ras?'.

Los otros dominios potenciales funcionales en
la neurofibromina son: un dominio rico en resi-
duos de cisteina y serina (CSRD) entre el exén 11
y 17 que codifica varios sitios de reconocimiento
para proteina quinasa dependiente de AMP cicli-
co'®, y el dominio NF1-Sec-PH relacionado con
la unién a fosfolipidos'. Interacciones directas o
indirectas entre la neurofibromina y otras protei-
nas, también han sido documentadas, aunque no
se conoce su significado biol6gico®.
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Figura 1. La neurofibromina actdia como regulador negativo
de la via de sefalizacion Ras, promoviendo su forma inactiva
Ras-GDP. La neurofibromina es un tipo de proteina activadora
de la actividad GTPasa (GAP) que se une a la forma activa de
la proteina ras (ras-GTP) y la inactiva (ras-GDP) y, consecuen-
temente, no hay proliferacién ni supervivencia celular alterada.
Los factores de intercambio de nucleétidos de guanina (GEF)
realizan el paso contrario, reactivando a Ras al promover el
intercambio de GDP a GTP. La pérdida de la funcién de la
neurofibromina, en individuos NF1 heterocigotos y homoci-
gotos evita la conversién de Ras-GTP a Ras-GDP, y esto a su
vez, desencadena cascadas de sefalizacién posteriores con
efectos de supervivencia y proliferacion celular, entre otros
(ver texto para informacién 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: pro-
teinas cinasas activadas por mitégenos. P13K: fosfoinositol
3-cinasas. Akt/PKB: proteina cinasa B. mTOR: proteina cinasa
diana de rapamicina en células de mamifero.

La NF1 se hereda de forma autosémica
dominante, su fenotipo es variable y
completamente penetrante

La pérdida de funcién de un gen es causada
por mutaciones que interrumpen su capacidad
codificante”. NF1 exhibe un patrén de herencia
autosémico dominante, los individuos afectados
tienen un genotipo heterocigoto y la descen-
dencia de éstos tiene 50% de riesgo de heredar
el gen alterado”. La mutacién en los individuos
heterocigotos causa haploinsuficiencia, y por ello,
la Gnica copia funcional no produce suficiente
neurofibromina para asegurar un desarrollo y cre-
cimiento celular normal*. No existen individuos
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homocigotos® y los ratones homocigotos (NfI7)
mueren en el dtero, lo cual indica la importancia
vital de la neurofibromina®. La penetrancia de
NF1I es 100%* y se completa, esencialmente, entre
los cinco y ocho anos de edad®*.

NF1 tiene una de las tasas de mutacién mas al-
tas y las mutaciones esporddicas ocurren casi en la
mitad de los pacientes afectados®*. Las mutacio-
nes esporadicas en NFI de la linea germinal, estian
sesgadas hacia el sexo. De éstas mds de 80% tienen
un origen paterno®. Otras mutaciones, llamadas
microdeleciones del locus, tienen, en su mayoria,
un origen materno*, abarcan, aproximadamente,
1,5 Mb e incluyen NFI y regiones flanqueadoras®.

Gran variabilidad fenotipica entre pacientes
con NF1, se aprecia intra e inter-familiarmente,
aun cuando se presentan mutaciones idénticas
en el gen®. Entre familias de Corea con la mis-
ma mutacién, se observé que unos miembros
manifestaron patologias malignas y otros menos
severas. Intra-familiarmente, aunque madre e
hija presentaron una delecién, del ex6n 2 al 47
(c.61-8315del), la primera, de 29 afos, desarrolld
s6lo manifestaciones cutdneas, y la segunda, de
6,2 afios, glioma cerebral, pseudoartrosis severa
de tibia y escoliosis™.

Esta expresividad variable, podria deberse
al efecto de genes modificadores o mutaciones
somadticas secundarias dentro de los tejidos tu-
morales®®?*. Adicionalmente, variantes de un
gen podrian afectar la estructura y funcién de la
proteina, y ocasionarian, asi, fenotipos variables*.

Sélo dos correlaciones genotipo-fenotipo,
las cuales, también, son ejemplos de la variabi-
lidad fenotipica de NF1 han sido observadas: 1)
la delecién completa del gen, microdeleciones
NF1, caracterizada por la aparicién temprana y
numerosa de neurofibromas cutdneos, con ma-
yor frecuencia y la severidad de anormalidades
cognitivas, malformaciones, tumoracién y riesgo
aumentado de malignizacién*** y 2) la delecién
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®.

Las manifestaciones clinicas como criterios
para el diagnéstico

El diagnéstico de pacientes con NF1 se basa,
primordialmente, en los criterios NIH* (Tabla 1),
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Tabla 1. Criterios para el diagnéstico clinico de la
Neurofibromatosis tipo 1

* Seis 0 mas manchas café con leche mayores de 5 mm
en pacientes prepuberales y mayores de 15 mm en
pacientes postpuberales

e Dos 0 més neurofibromas de cualquier tipo o un neu-
rofibroma plexiforme

* Signo de Crowe (efélides axilares o inguinales)
* Glioma de nervio éptico
¢ Dos 0 méas nddulos de Lisch (hamartomas de iris)

* Lesiones oseas tipicas (displasia del esfenoides, displasia
o adelgazamiento cortical de huesos largos con o sin
pseudoartrosis)

Antecedentes de neurofibromatosis tipo | en padres o
hermanos

Si 2 0 mas de estos criterios son encontrados en un individuo
se realiza el diagnostico de NF1.

pero también en otras manifestaciones, con fre-
cuencia media y ocasional, abajo mencionadas®.
Este requiere de un examen clinico cuidadoso
del paciente, sus padres, hermanos y una historia
familiar detallada, que incluya informacién clinica
y en ocasiones exdmenes complementarios®.

Las manifestaciones clinicas mds frecuentes
en pacientes con NF1 son las alteraciones en las
manifestaciones de la piel (mds de 99%), neurofi-
bromas cutdneos (mas de 99%)[5 en superindice] ,
nédulos de Lisch (de 90-95%) y efélides (85%)>*°.
Otras complicaciones en diversos sistemas podrian
presentarse. Las discapacidades de aprendizaje,
desarrollo de anormalidades esqueléticas, enfer-
medades vasculares, tumores del sistema nervio-
so central o malignos de la vaina de los nervios
periféricos se presentan con frecuencia’. Algunas
complicaciones raras, que afectan a menos de
5% de los pacientes incluyen epilepsia, hidro-
cefalia, problemas cardiovasculares y escoliosis
distrofica*.

Los tumores del sistema nervioso central y los
neurofibromas podrian resultar en importante
morbilidad y mortalidad® y reducir la esperanza
media de vida de las personas con NF1 en, aproxi-
madamente, 15 aflos. Las causas mds importantes
de muerte temprana son las manifestaciones ma-
lignas y enfermedades vasculares®>***¢, Individuos
entre 20-35 afios tienen 8-13% de riesgo de desa-
rrollar tumores malignos de la vaina de los nervios
periféricos, predominantemente®, los cuales son
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dificiles de detectar, facilmente metastdsicos y a
menudo de mal prondstico®.

Fenotipos leves de NF1 son causados por mo-
saicismo originado por mutaciones después de la
fertilizacién® y se clasifican como segmentario,
generalizado, o gonadal®. El generalizado es clini-
camente 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 alteraciones pigmentarias, crecimientos
tumorales, o ambos, limitados a una o mds re-
giones del cuerpo®. El gonadal, causa mutaciones
en las génadas, y puede deducirse cuando dos o
mds hijos de padres no afectados desarrollan la
enfermedad®.

Utilidad del anélisis mutacional para

el diagnéstico de la NF1 en nifios menores,

en el diagnéstico diferencial y en el diagndstico
prenatal o preimplantacional

El andlisis mutacional es, especialmente, util
en nifos pequefos con historia familiar negativa
y que llenan parcialmente los criterios de diagnds-
tico NIH, en nifios con presentaciones atipicas’,
en el diagnéstico diferencial o en el diagndstico
genético prenatal o preimplantacional®*.

Aunque los criterios de diagnéstico NIH son
utiles para la detecciéon de NF1, algunos de éstos
se manifiestan a una edad superior a los 3 afos
y estdn presentes al nacimiento sélo en algunos
pacientes’. Por ello, el diagnéstico definitivo,
usando dichos criterios puede ser realizado,
para la mayoria entre los cuatro y cinco afios?**.
Aproximadamente 46% de los casos esporadicos
de NF1, no cumplen con dichos criterios a la edad
de un afio®.

Seis 0 mds manchas café con leche se presentan
desde el nacimiento, en mds de 99% de los casos
con NF1 y este criterio es el mds frecuente™® y
altamente sugestivo de la enfermedad®. Sin em-
bargo, aproximadamente, 1% de los niflos que
manifestardn la enfermedad a edades superiores,
podrian presentar un nimero inferior a seis man-
chas, lo cual no ayudaria en el diagnéstico clinico,
pues menos de 1% de los nifios menores de 5 afios
sin NF1, presentan mds de dos manchas®?. Otros
infantes, cuyos padres no muestran signos de
NF1, muestran manchas café con leche, sin otras
manifestaciones’.
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La prevalencia de la NF1 en Irlanda del Norte,
en menores de 16 afios*, fue 17,6 por cada 100.000
(1 en 5.681) nifos y éstos desarrollaron numero-
sas complicaciones. Las mds frecuentes, desde el
nacimiento, incluyen dificultades de aprendizaje
(30-60%), neurofibromas plexiformes (30-50%),
escoliosis (10%)° y glioma del nervio 6ptico (15-
20%)> . Estos tdltimos, se presentan antes de los
seis afios, pero podrian volverse sintomdticos en
la infancia tardia o la adultez y causar ceguera®.

Un andlisis mutacional exhaustivo permitiria
identificar mutaciones en un poco mds de 92% de
pacientes que cumplen con los criterios NTH>*%,
Este andlisis, ademds, de permitir la confirmacién
del diagnéstico de NF1, facilitaria la identifica-
cién de las mutaciones en el afectado, utiles para
diagnoésticos 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 diagnéstico pre-im-
plantacional podria evitarlo®.

Los estudios mutacionales apoyarian, también,
el diagnostico diferencial de la NF1 respecto a
sindromes como Noonan, LEOPARD, sindro-
me cardiofaciocutdneo, Costello, Legius, entre
otros>?*. Estas condiciones comparten un grado
variable de dificultad de aprendizaje, defectos
cardiacos, dimorfismo facial, baja estatura, macro-
cefalia y anormalidades de la piel®’. Por ejemplo,
pacientes con fenotipo leve, quienes cumplen
con los criterios para NF1, podrian padecer el
sindrome Legius, caracterizado por mutacién en
SPREDI®. Aproximadamente, 1 a 2% de pacientes
que cumplen con los criterios de diagnéstico NF1,
presentan mutaciones en SPREDI.

En resumen, todos los pacientes con muta-
cién en NFI manifestardn la enfermedad debido
a que la penetrancia de NF1 es 100%%, pero no
todos cumplirdn con los criterios NIH antes de
los cuatro o cinco afos. Algunos pacientes que
llenan estos criterios y exhiben fenotipos leves
podrian presentar otros sindromes. Por estas ra-
zones, los estudios mutacionales pueden proveer
informacién oportuna y una confirmacién del
diagndstico clinico para un manejo personaliza-
do del paciente. Adicionalmente, la informacién
generada, mediante estos andlisis, seria ttil para
los diagnoésticos pre-natales, pre-implatacionales
y las asesorias genéticas. Asi, la idea de modificar®
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e incluir la presencia de una mutacién patogénica
alos criterios NIH>* para facilitar el diagnéstico
a edades muy tempranas es razonable. El aumento
en la cantidad de estudios de diagndstico molecu-
lar y en el nimero de mutaciones, también, de-
muestra la utilidad de los mismos para confirmar
el diagnéstico clinico.

Panorama del analisis mutacional en NF1

La determinacién de mutaciones en NFI mds
que compleja es laboriosa, debido a numerosos
exones codificantes, heterogeneidad mutacional,
tamafio del gen y la ausencia de “puntos calien-
tes”>¢!, 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'®. Asi, en el consorcio
se reportaron mds de 100 mutaciones en la linea
germinal en 19962y 240 en 1997%. HGMD (Hu-
man Gene Mutation Database), reporté mas de 400
mutaciones en 2004 y més de 1.289, que incluyen
mutaciones sin sentido, con sentido equivocado,
errores de empalme; deleciones, inserciones e
indels pequenas; deleciones e inserciones gruesas;
complejos y repeticiones en mayo de 2015.

Diversas técnicas moleculares utilizadas en
estudios provenientes de paises como Alemania'é,
Ttalia®*>%¢, Espana**®', Brasil®, Cuba®, Corea” y
Estados Unidos de Norteamérica®, ofrecen un
amplio rango de sensibilidad para la deteccién de
mutaciones en NFI. Las mismas, se pueden iden-
tificar en aproximadamente, 85-95% de los casos,
utilizando una combinacién de técnicas molecula-
res’. El porcentaje de sensibilidad mayor, 95%, se
obtuvo al utilizar las técnicas combinadas MLPA,
RT-PCR, DHPL y secuenciacién®? (Tabla 2).

Entre las métodos utilizados en los estudios
anteriores figuran los de barrido tales como: SSCP,
TGGE, DHPLCy PTT y otros a saber: secuencia-
cién, 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, permi-
ten descartar los exones normales, de los exones
mutados en aquellos genes con heterogeneidad
alélica fuerte, es decir, con posibilidad de mutacio-
nes a lo largo de todo el gen. La deteccién exacta
de la mutacién debe realizarse, posteriormente,

Rev Med Chile 2015; 143: 1320-1330



.

’

ARTICULO DE REVISION

Diagnéstico molecular de la neurofibromatosis tipo 1 - M. Gémez et al

99

9

09

59

8l

3oy

£/ey A € sauoxe "[9g
9/ odn
uab |9 opo} ‘|oQ

L/Z €7 uonul/
V<OLl-lL1lyD
L/T €T uoxa/
(D9G5€13) D<VLI0Y
L/1Z uoxs/
VVIPP9ZSE-STSE
L/1Z uoxs/
(X681 10) L<D595€

€/9¢

UoXs/(X,E22Y) L<D60L97

€/1-€C

UOXa/(X90€ 1Y) L<D91L6E7

€My
uox/ L19119P86Y G677

7/ 9€ uoxe/
(XL€TTd) 1<D60L9
7/ qp uoxe/
11511°p66Y

9/L€ uoxa/
(X¥92ZA) V<D76.9
L/LUOXa/
(Xr70€Y) L<D016

G/LE UOX3/

DVLLIBP68L9 9/ a7 uoxs/

L1D9119p66Y
L/ eLT uoxa/
(XELSLY)LLESYD

sajuaned ap #
/20]/(S) @3uanda.y
sew (s3)uoeINNI,,

(44

[44

8l

70l

91¢

seAanu
sauopeynp

UOXd 021UN 3P “|9P 9 ‘UOXS-}NW
18P 8 'x(%6E)/usb [ 0po) 3p *|9p 6 €T

aw|edws ap Joydade onls
us | A "|9p | ‘opedoAInba opnruas uod |
‘OpiUSs UIs ugpeinw | :sedlugboled ¢ !

2JN}O3| 9P OdJew
[op oJyuap euanbad ‘jop | A opedoainbs
OpIIUdS UOD (| ‘SWely Ul SSUOXD ap epIp
-19d Jod ¢ ‘wapuey us "dnp | ‘solsjdwod
so|ba.Jeal {7 ‘awWel) JO 1NO SAUOXD ap epIp
~19d Jod 9 "'sul G "[9p 0T ‘x(%EE)/OPIUSS
uls sauopenw gz :seolugboied g/ ‘06

olejdwod ofbaieas | A sur | ‘swjedws
9p 7 ‘'opedoAINba opiuss uod 9 “|vp 8
'«(% | €)/OpIIuas uls ssuopeinw 6 ‘6¢

sopid
-eoUlWe 3P SAUODSPPP ¢ ‘opedoAinba
OpIIUSS UOd 7| ‘Opiuss uls z| ‘swied
-Wd 3P v ‘«(%E 6Y)/SUl d "]°p 0L ‘Tl

| Uopod
[ US ugelnw | A opedoAinNbs opiuss
uod> 87 ‘swelf uj seuoxs ap epipsad od
GZ 'swel) JO 1no sauoxe ap epipsad Jod
0€ ""SUl Z€ "I3P 8L "«(%C'0€)/0PRUSS Ul
sauopeinw 8 :sedlugboled 8/7 ‘LOE

«93uandaJy sew odn
/sepejjuodud sajuelien

sew
-0SOW0.ID
Nav

Nav

eu2101d
WINYY
Nav

Nav

WNYVY
Ndv

euy2101d
WINYY
Nav

opeipnjsa

I9AIN

(%S5'9€) €9/€¢

(%¥'91) 55/6

(%8718) 01 1/06

(%S'TL) Ov/6T

(%6'6€) v/17/681

(%6'7S) SEE/V8L

(%L'€G) LZ1/S9
(%l'LY) S8/0%

PepIAnRdeje
9P %

HSI4
"4Ddb V1N LL/9

BEN
dDSS-4Dd ze/ee
23S
‘21dHA ‘L1d -
BEN
‘21dHA-¥2d Ge/SL
aH
/dDSS-VNQ> LT1/€9
o3s
‘3991 'L1d -
aA)
(s)ed1ud9y sose)

L4N uab |3 ud sauoideINW se| Jeuiwia)ap esed sale|ndsajow soiphisa sounbje ap uswnsay "z ejqel

€9

S5

oLl

ov

i7A%

¥4

"Apuj

1325

Rev Med Chile 2015; 143: 1320-1330



7

/

ARTICULO DE REVISION

Diagndstico molecular de la neurofibromatosis tipo 1 - M. Gémez et al

:owelj jo !

"3|qIuOdSIp OU UQIDBWIOLU] - ‘2}UsNdaJ) sew ugpenw ap odif, ‘[euibuo ojndfie
[2 U3 epezijiin ‘sauoeINW Se| 9P NS e| eied UQIDEIOU | OANIUBW S, , ‘UOIDeZI|EDO| :*d0] ‘0dIpeiods] 3 leljiwed H ‘sonplalpul iApu| 'do}s X ‘eululbly :Bly ‘eunlo o
{021WeIN|D OpIdY 3 ‘BUIBA A 'BUIUOIDIN A ‘BUI|0ld id euIdNT 1T ‘euiwein|o : O ‘eululbiy 1y ‘euisoli] A’eulwl] ;] ‘eujuens o ‘euidod D 'euluapy 1y ‘ewosowo.d [ap oble
ozeuq :b ‘uoidedidnp dnp ‘UoDIBSUI 'sUI {UO3IBP (3P ‘e1dod NAW (YNQD ‘0ialesuat NYY (WNYY ‘0D18PNUOGUIIX0S3d OpIY INQY :[eUODINPRI} BINJD3| 3P OdJeW [9p elany

BUOIDINPEI} BINDS| SP ODIBW [SP OJIUSP :BWelf Ul 'X3|dnpolalay ‘qH:UoIeay uieyd asesaWwhjod uondudsuels 3siaAdy “4Dd-1Y ‘UonezZIpUgAH nis Ul juadsaion/{

THSIH ‘YDd anzeruen :4ddb ‘uonesiydwy aqo.d juspuadap-uoiebiy xajdinpy d 1A {UQIeDUSNISS ')3S !SIsasoydosidal (a0 jualpeln ainjesadwsy) 1399 ‘wsiydiowhjod
uonewIoju0) puess 3jbuIs :ddSS (UoIIeaY UleyD asesdwAiod :MDd ‘1S9 uonesunsj uiiold 1114 ‘Aydeiborewo.y pinbr acuewnopad ybiH buunieusg :D1dHA Seinieinaiqy

T/LE UOXs/

(XV9TCZA)D<DT6/9°

T/LE UoXe/

(X¥Y9ZTAIV<DT6.97

/6T uoxs/

(0678 LYV <DIPSSD

7/RLT UOXs/

(XELGLY)L<DLESY™

7/91 uoxs/

(d/¥81)D<10vST 2

Z/qgL vonuy
DSUlyEQZ €€0772
€/1 uoxs/
L€ ANLW)D< VLD

7/eLT uoxe/

(X€1G1LbIY) 1<D/ESH™D

7/TT U9xs/

(X9.LZ161v) 1<D978€™

/€L uoxe/
JSUlyENZ €€0T
99 9/uab |3 opo} "|pd

LAZ LLb £1) 9P
44 LAzZLbz

L9 “LLbgeb) (L1 17) sul

sajuaned ap #

/20]/(S) @3uandauy
'}y sew (sa)uoneiynipl,

7S

91

€¢

seAanu
sauonelnpl

slpul & ‘dnp/sut 8 “|op €¢ ‘oped
-oAINba opiuss uod /7 ‘swjedws ap g€
'+(%97)/0opnuas uls ssuoneINw €€ /71

UOX3 | 9p Sew ap sesan.b
sauoaap 7 ‘seuanbad "sul d "jop £ ‘Bw
-ledwa ap | | ‘opedoAinba opiuds uod 7|
"x(%9'7€)/0p1IUSS Uls sauodeINW 81 (7S

UQX3-1}|NW "|9p | ‘UOXd
odIUn 9p ‘9P | ‘Oped0AINbs Op1IUSS UOD
€ 'usb |9 opo} ap ‘]ep 9 ‘swijedws ap
|| ‘sopnospnu soueA o | ap seusnbad
ssauoidedidnp o0 sauolUssul 9P G|
"+(%C°0€)/0p1AUSS Uls sauopeINW 9| “€G

uab |9 opo} 3P “]Bp | ‘UQIIASUI | 17

£93usandaay sew odn
/sepeJjuodud sajueLiep

WNYVY

NaVv (%L'vYy) 8LE/BIL

ewosowol)
WNYY
NaV (%£'99) 81/2S
WNYY
Nav (%S6) 95/€S
eWOSOWO.D (%L'V) TV/T
opelipn}s? pepIANIB}D
ISAIN ap %

4Ddb
'D3S "4Dd-1

HSI4 ‘'WdTA
"4Dd-14 23S

DEN
‘D1dHA "¥2d
1Y V4N

uoIdN|OSaU

e}je ap
odnoued

(s)ed1uday

LE/LY

9v/01

L/l

an)
sose)

8LE

8L

9§

[4%

"Apu|

Rev Med Chile 2015; 143: 1320-1330

1326



ARTICULO DE REVISION

Diagnostico molecular de la neurofibromatosis tipo 1 - M. Gémez et al

mediante secuenciacién®, técnica que utiliza,
frecuentemente, ADN genémico 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 la mutacién
puntual existente en la familia utilizan la secuen-
ciacién como primera alternativa y esta prictica ha
aumentado debido a la disminucién de los costos
asociados a la secuenciacion en los dltimos afios.
El MLPA, FISH, cariotipos, y métodos de anlisis
de multiples polimorfismos de un solo nucleétido
(SNPs) se utilizan para identificar mutaciones
gruesas, es decir aquellas que involucran segmen-
tos grandes incluso varios genes, y por lo tanto,
permiten la deteccién de la delecién completa del
gen, delecién de exones, duplicaciones y rearreglos
cromosomicos.

El porcentaje de deteccién de mutaciones
varia de acuerdo con los protocolos de andlisis
utilizados. Mientras que el protocolo de varios
pasos, basado tanto en la secuencia del ADNg,
ADN genémico, asi como la delecién completa
de NF1I identifica més de 95% de los casos, el de
la secuencia gendmica, Unicamente, identifica,
aproximadamente, 61%. El andlisis de deleciones
y duplicaciones, determina aproximadamente, 5%
y el citogenético menos de 1%%.

Abundantes mutaciones (Tabla 2) fueron lo-
calizadas uniformemente en NFI, desde el exén
1 al 47'8%7 y decayeron en densidad en los tltimos
exones®. El tipo de mutacién mads frecuente fue
la sin sentido, producida por la introduccién de
un codén de parada prematuro, que a menudo
altera el empalme del ARNm* y origina formas
truncadas de neurofibromina, observadas en
80%!'8, 77%°', 81%*, 76,9%°" y 72%?* de los casos.

Aunque las mutaciones sin sentido causan la
terminacién prematura de la proteina, las dele-
ciones e inserciones pequefias generan transcritos
con corrimiento de lectura que, también, podrian
producir proteinas truncadas. Igualmente, las mu-
taciones en sitios de empalme y deleciones gruesas
en el gen, pueden generar proteinas acortadas®.

Mutaciones con sentido equivocado, las cuales
producen sustitucién de aminodcidos, en sitios
conservados dentro de la proteina'®*”%, también,
se reportaron y por la ubicacién de su ocurrencia
podrian resultar en un cambio funcional®. De-
leciones completas del gen, se han encontrado,
generalmente, entre 4-5% de los individuos con

Rev Med Chile 2015; 143: 1320-1330

NF17°. Otros estudios mostraron porcentajes
similares 4,5%%%, o aproximados 11%%, 1,59%%.

Herramientas y bases de datos bioinformdticas
han sido utilizadas para caracterizar mutaciones
en NFI: para el modelado molecular®®®, disefio de
oligonucledtidos®**° y determinacién de mutacio-
nes?*** 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®.

En resumen, la existencia de varios métodos
moleculares asi como el cimulo de herramientas
bioinformdticas aunadas a una estrategia meto-
dolégica bien planificada para la identificacién de
mutaciones en NFI, permitird su identificacién sin
mayor dificultad. En este contexto, se sugiere con-
siderar los siguientes aspectos: analisis de la regién
codificante y las regiones limitrofes ex6n-intrén,
aplicaciéon de métodos para detectar variables
puntuales y gruesas, usar la secuencia de referen-
cia gendmica correcta, evaluar los antecedentes e
historia familiar del paciente y el tipo de mutacién
a determinar y evitar la aplicacion paralela de téc-
nicas para ahorrar costos. Es preferible aplicarlas
de manera paulatina hasta encontrar la mutacién.

Agradecimientos: Extendemos un sincero
agradecimiento al Centro Gendiagnostik, princi-
pal patrocinador de este articulo de revision, asi
como la SENACYT, que a través de su plataforma
ABC, desde la UNACH]I, se permitié la descarga
gratuita de numerosos articulos desde el portal
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