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RESUMEN

Neurofibromatosis tipo 1 (NF1) es una condicion autosomica dominante, notable por
su variabilidad en la expresion fenotipica. El locus NF1 mapea en 179q11.2 y
codifica una proteina, la neurofibromina, cuya funcion principal es la de ser un
supresor tumoral. Como una aproximacién que nos permita adelantar en el
reconocimiento de las causas que determinan la amplia variabilidad fenotipica de la
condicidn, incluso entre miembros afectados de una misma familia que se infiere
portan la misma mutacién, se cumpli6 este estudio en 33 familias con casos afectados
provenientes de distintas localidades del pais, que incluy6: evaluacion genealdgica,
clinica, estadistica y molecular. Un nimero total de 70 pacientes fue diagnosticado de
acuerdo a criterios internacionalmente establecidos: 53 de sexo femenino y17 de sexo
masculino. De estos, 51 corresponden a casos segregantes y 19, a casos esporadicos
resultantes de neomutaciones. Las principales manifestaciones diagnosticas incluyen:
maculas “café con leche”, neurofibromas cutaneos y nodulos de Lisch, cuyo numero
y tamafio varia grandemente de paciente a paciente. Ademas, pueden darse otras
manifestaciones caracteristicas, que solo se presentan en algunos de los pacientes. El
estudio muestra que, la relacion con la edad es diferente para las maculas y los
neurofibromas. El nimero de neurofibromas se incrementa con la edad, en tanto que
el de méculas declina con la edad. De hecho, la correlacion o parecido fenotipico en
casos familiares se diferencia, en la medida en que se hace mas distante la relacion
familiar. Por otra parte, en la muestra poblacional estudiada se identificaron dos casos
(hembra y vardn) no relacionados, afectados por la “rara” Variedad Espinal de NF1:
uno segregante y el otro resultante de una neomutacion. Asi mismo, previo
consentimiento informado, se realizaron estudios moleculares en ADN, tanto en
afectados como en familiares accesibles, con fines de adelantar en el conocimiento de
factores que pudieran estar influenciando o determinando la variabilidad fenotipica de
la condicion. De este modo, las secuencias de dos microsatélites-marcadores



intragénicos: IVS27AC28.4 e IVS38GT53.0 fueron amplificadas mediante la
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) y las formas alélicas fueron observadas
por electroforesis. Se obtuvo en ambos marcadores una distribucion alélica diferente
entre afectados y no-afectados, resultando el microsatélite 1VS38GT53.0 el mas
polimorfico. Aln cuando el tamafio de los alelos detectados todavia no ha sido
determinado, los hallazgos reportados en esta Tesis son sugerentes de una asociacion
preferencial entre ciertas formas alélicas y la condicion NF1. De ahi que, si esto
resultara cierto, marcadores ligados al locus NF1como los usados en estos ensayos,
serian de gran utilidad en los procedimientos de diagndstico prenatal y de diagndstico
de nifios “presintomaticos” en situacion de riesgo, provenientes de familias con
antecedentes de la enfermedad. Por otra parte, como las mutaciones en el gen TP53,
un represor tumoral, frecuentemente estan presentes en NF1, se seleccioné un grupo
de afectados por la condicién y se amplificaron por PCR las secuencias
correspondientes a los exones 7-9 del mismo. En este segmento gendmico de TP53
suelen reportarse distintos tipos de mutaciones asociadas a NF1, por lo que cuatro de
los productos PCR de casos indice y tres de familiares afectados fueron escrutados
mediante analisis de Polimorfismo de Conformacion de Cadena Sencilla (SSCP). En
tres de las muestras de casos indice se observé un patron de movilidad electroforética
distinto al control normal y en otra no se evidenciaron alteraciones. La secuenciacion
de los segmentos gendmicos correspondientes fue realizada en el CeSSAN (IVIC) y
posible solo en dos de la muestras (0891 y 0912). Mediante alineamiento de las
respectivas secuencias se comprobé que, 0891 no mostraba alteraciones en este
segmento; en tanto que, 0912 evidencid la insercion de un nucleétido (T) hacia el
extremo 3’ del ex6n 9, la cual causa un cambio en el marco de lectura que origina una
modificacion en la secuencia de aminodcidos del transcrito (TP53), ademéas que la
cadena peptidica queda truncada por la introduccion de un codoén de parada (tga) en la
posicién 336. La mutacion ocurrié en el dominio carboxi-terminal de la TP53
(residuos 319-360), el cual media en la oligomerizacién de la molécula; que es el
proceso conformacional mediante el cual, en condiciones normales, la TP53 forma
tetrameros para desempefiar su actividad de supresor tumoral. Su truncamiento lleva a
la formacion de dimeros en lugar de tetrdmeros, afectando la estabilidad
termodindmica del dominio de tetramerizaciéon y con ello su correcto plegamiento.
Por cuanto la TP53 es solo marginalmente estable a la temperatura corporal, cualquier
mutacion que reduzca aun mas su estabilidad, contribuye a la alteracion del proceso
de plegamiento de la molécula in vivo. Este trabajo se enmarca dentro de las lineas de
investigacion del Programa de Doctorado en Ciencias Médicas relativas a la Genética
Médica y la Biologia Molecular (Genética Molecular).

Palabras clave: Neurofibromatosis tipol.Variabilidad fenotipica. Marcadores Microsatélites.
TP53.
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ABSTRACT

Neurofibromatosis type 1 (NF1) is an autosomal dominant condition remarkable for
its variable phenotypic expression. NF1 locus which maps in 17q11.2 encodes a
protein, the neurofibromine, whose main function is being a tumor suppressor. As an
approximation to the causes which determined its phenotypic expression variability,
even among members affected from the same family, 33 families with the condition
were studied: clinically, statistically and by molecular methods. A total number of 70
patients were diagnosed according to international criteria: 53 females and 17 males,
being 51 familial cases and 19 the result of neomutation events (sporadic cases). The
major diagnostic features include: café-au-lait macules, cutaneous neurofibromas, and
Lisch nodules, but the number of lesions varies greatly from patient to patient. In
addition, there are a number: of characteristic features which only occur in a minority
of cases; examples include severe learning difficulties, scoliosis, epileptic seizures,
pseudoartrosis...

Our study showed that the relationship between café-au-lait spots and neurofibromas
was different. The number of neurofibromas increased markedly with age, whereas
number of macules decline with age. In fact, the degree of phenotypic comparison
(resemblance) decrease in familial cases with the degree of relationship, being
strongest between close relatives and decreasing for more distant relatives in the same
NF1 family. In addition, two cases of the “rare” variant, Spinal Neurofibromatosis 1,
were recognized from distinct families: one familial and the other one, as result of a
neomutational event.

Molecular studies were conducted in order to explore factors which may influence
phenotypic variability of the condition; with that purpose, DNA was obtained with
informed consent by a salting-out method, from a group of affected individuals and
unaffected family members; so that, two STRs (short tandem repeat) intragenic



microsatellite-markers sequences IVS27AC28.4 and 1VS38GT53.0 were amplified
by PCR. Allelic forms were noticed by electrophoresis in a 8 per cent polyacrilamide
gel. A different allelic distribution was obtained between NF1patients and unaffected
individuals, and between the two microsatellite-markers, being 1IVS38GT53.0 the
most polymorphic one. Linkage disequilibrium among STRs in the neurofibromatosis
1 region has been previously reported. Since recombination and disequilibrium are
closely related, the pattern of allelic association between these physically related
markers could be useful to detect a recombinational “hot spot”. Although alleles size
has not being yet determined, these finding suggest a preferential association for
some alleles with NF1, which may have implications in the phenotypic variability of
the disease. Besides, if that is true, markers linked to the NF1 locus could be useful as
a tool for the diagnosis of “presymptomatic children” from families with the
condition.

On the other hand, amplification by PCR of sequences from TP53 gene (exons 7
through 9), was carried out for a selected group of seven NF1 patients and thereafter,
mutational events were looked for into this segments by single-strand conformation
polymorphisms analysis (SSCP) in 8% polyacrilamide gels. Three of the samples
showed a mobility shift as result of a conformational change in the TP53 sequences
(exons 7-9). The PCR products were then sequenced (CeSSAN); this procedure was
only possible in two samples (0891 and 0912). By annealing the sequences, sample
0891 showed no changes with respect to a normal control; whereas sample 0912,
showed a nucleotide insertion (T) toward the 3’ end from the exon 9. This insertion
caused a shift in the translational reading frame (frameshift mutation), which resulted
in a completely different sequence of amino acids downstream of the mutation and
the polypeptide is truncated by the introduction of a premature termination codon
(tga) occurring in position 336.

The mutation was localized at the C-terminal domain of TP53 (residues 319-360),
which mediates oligomerization by which, in normal conditions, TP53 forms a
tetramer to perform its tumor suppressor activity. Truncation led to the formation of
dimers instead of tetramers, affecting the thermodynamics stability of the
tetramerization domain and therefore preventing its correct folding. Since TP53 is
only marginally stable at body temperature, any mutation which further reduces
stability is likely to lead to unfolding/misfolding events of the molecule in vivo.

Key words: Neurofibromatosis type 1. Phenotypic variability. Microsatellite markers. TP53



INTRODUCCION

La Neurofibromatosis Tipo 1 (NF1), también conocida como Neufibromatosis
Periférica o Enfermedad de Von Recklinghausen, es causada por una mutacion en el
gen NF1 localizado en el cromosoma 17qg11.2. Su transcrito protéico, la
neurofibromina, tiene una actividad supresora de tumores y probablemente también

otras funciones.

El diagnostico de NF1 estd basado en criterios diagndsticos internacionalmente
establecidos y reconocidos. Los rasgos clinicos diagnosticos incluyen los mas
frecuentes y distintivos, a saber: manchas o madculas “café con leche” (MCL),
neurofibromas cutaneos, neurofibromas plexiformes, efélides en areas no sujetas a
exposicion solar, nédulos de Lisch en el iris, displasia de alas esfenoidales y
adelgazamiento de la cortical de huesos largos. Otras importantes manifestaciones
comprenden: dificultades de aprendizaje, riesgo incrementado de ciertas

enfermedades malignas, escoliosis e hipertension arterial entre otras.

NF1 es una condicion autosdmica dominante. Cerca del 50 por ciento de los casos,
segun literatura mundial consultada, serian el resultado de neomutaciones o
mutaciones frescas, correspondiendo a los casos esporadicos en un nucleo familiar.
La rata mutacional del gen NF1, se encuentra entre las mas elevadas del ser humano.
Se estima que el gen NF1 tiene una penetrancia completa, pero exhibe también una
substancial y llamativa variabilidad en su expresion fenotipica, notoria en miembros
afectados de una misma familia. La mayoria de los estudios realizados, no han
encontrado una relacion obvia entre particulares mutaciones del locus NF1 y las
manifestaciones clinicas resultantes, pero algunas posibles variantes alélicas han sido

reconocidas. La amplia variabilidad del fenotipo NF1, incluso entre individuos con el



mismo tipo de mutacién, sugiere que otros factores estarian involucrados en la
determinacion de las manifestaciones clinicas, incluyendo las complicaciones de la

enfermedad, pero la naturaleza de estos factores no ha sido aun determinada.

El gen NF1 esté localizado en el cromosoma 17g11.2 y codifica una proteina, la
neurofibromina, ambos caracterizados en el afio 1990. El gen es grande, abarcando
350 kilobases de ADN genomico y contiene 60 exones. La neurofibromina pertenece
a la familia de proteinas conocidas como: proteinas activantes de GTPasa (“GTPase
activating protein”) las cuales son reguladores negativos del proto-oncogene RAS.
Se entiende que la neurofibromina acciona como un supresor tumoral (‘“Tumor
Supressor”), pero ella tendria también otras funciones. Su funcidn como supresor
tumoral estaria también respaldada por el hallazgo de mutaciones somaticas, que se
producen como un segundo golpe (“second hit”) en el gen NFI, situacion que

ocurriria, tanto en tumores benignos como malignos de pacientes con la enfermedad.

Ciertos tipos de cancer se presentan mas frecuentemente en individuos afectados
con NF1, entre ellos, el Tumor Maligno de la Membrana de Nervios Perisféricos
(“Malignant Peripheral Nerve Sheat Tumors®) (MPNST), a menudo referidos como
neurofibrosarcomas, son los mas comunes en NF1. También, tumores del SNC,
incluyendo tumores de la via dptica, astrocitomas, ependimomas, medulobastomas y
otros, ocurren a menudo en estos enfermos. De igual modo, en pacientes NF1 existe
un riesgo incrementado de sufrir de Leucemia Mieloide y Leucemia Mielomonocitica
Crobnica. El riesgo incrementado de malignizacion en NF1 seria compatible con el
hallazgo de que, la neurofibromina tiene actividad GTPasa activadora, lo cual supone
y resultaria en una regulacion negativa del oncogene RAS. De ahi que, un incremento
del riesgo de malignizacion pudiera anticiparse como resultado de la inactivacion de

esta funcion de supresor tumoral, por causa de la mutacion en el gen NF1.



Con frecuencia, procesos malignos que se desarrollan en afectados por NF1 estan
acompariados por mutaciones en el gen TP53, un supresor tumoral cuyo locus mapea
en 17p13.1 y codifica una fosfoproteina nuclear la p53, que es una fosfoproteina
nuclear con propiedades de inhibidor canceroso en respuesta a dafos que hayan
podido producirse en el ADN. Si tales dafios se producen, la p53 es activada y sirve
de mediador en un set de respuestas antiproliferativas, que incluyen la detencion del

ciclo celular y apoptosis.

Bajo un enfoque complejo-dialdgico se pretende abordar la fractalidad que tiene la
condicion en su expresion fenotipica, tomando en consideracion determinadas
caracteristicas que tiene el gen NF1, entre ellas: la presencia a lo largo de su ADN de
repeticiones cortas en tandem intragénicas, como los microsatélites, que constituyen
sitios vulnerables expuestos a frecuentes errores recombinantes; todo ello, con el
propdsito de adelantar conocimientos que ayuden a explicar la notable variabilidad
que en su expresividad fenotipica tiene la Neurofibromatosis Tipo 1 y en ciertos
casos, la predisposicion a desarrollar lesiones malignas por la afectacién asociada de
genes represores como TP53 y su transcrito p53. Con esta finalidad y bajo el
siguiente titulo se presenta la Tesis: “Neurofibromatosis tipo 1. Variabilidad
Fenotipica e Introduccion al Analisis de Polimorfismos de Longitud de ADN en
el Gen NF1”.

Este trabajo se enmarca dentro de las lineas de investigacién del Programa de
Doctorado en Ciencias Médicas de la FCS- UC, relativas a la Genética Médica y a la

Biologia Molecular (Genética Molecular).



CAPITULO |

1.1. Delimitacion del estudio

Recursos  fisicos-ambientales: La  investigacion se  desarrollo,
simultdneamente, en las instalaciones de la Unidad de Genética Médica y
Citogenética (UGMC) de la Catedra de Fisiopatologia, Departamento de
Ciencias Fisioldgicas, Escuela de Ciencias Biomédicas de la Facultad de
Ciencias de la Salud, Universidad de Carabobo, Valencia y en el
Laboratorio de Biologia Molecular CIADANA, Escuela de Medicina, Facultad
de Ciencias de la Salud de la Universidad de Carabobo, Sede Aragua,

Maracay.

Recursos humanos: Personal profesional y técnico de la UGMC vy del

Laboratorio de Biologia Molecular.

Recursos financieros: Solicitados y aprobados, sobre la base de proyecto de
investigacion en NF1, por ante el Consejo de Desarrollo Cientifico y Humanistico de
la Universidad de Carabobo (CDCH-UC) en la modalidad de Ayuda Menor (N°
1747-04). Un incentivo otorgado al Laboratorio de Biologia Molecular por el
FONACIT (N° 2008001177) dentro del Plan de Desarrollo de Talento Humano de
alto nivel. A su vez, la adquisicion de algunos equipos menores y los servicios de
secuenciacion de ADN, mediante el financiamiento del sub-proyecto Dengue Mision
Ciencia N° UC-2008000911-1.

Recursos de materiales y suministros: Los existentes en la UGMC vy
en Laboratorio de Biologia Molecular, conjuntamente con las adquisiciones por



via de la Subvencion otorgada por el CDCH-UC al proyecto de investigacion en
NF1.

Muestra: El universo a estudiar en la investigacion estuvo integrado, por
individuos afectados por NF1 , de ambos sexos y todas las edades , en los que se
incluyen casos esporadicos y casos familiares , referidos desde el Departamento de
Dermatologia del Hospital Central de Valencia (CHET) y por médicos de distintas
localidades del pais. Pacientes fueron estudiados bajo consentimiento informado y en

seguimiento de las pautas bioéticas que regulan la investigacién en humanos.

1.2. Objetivos (fines) de la investigacion

Son fines de la investigacion, aportar conocimientos que ayuden a interpretar
la variabilidad que, en su expresion fenotipica , tiene la Neurofibromatosis Tipo 1,
bajo un enfoque Complejo-Dialégico. (Tabla 1). Son fines especificos de la
investigacion:
a) Comprobar y verificar estadisticamente la variabilidad fenotipica enunciada para
la enfermedad, tanto en casos resultantes de neomutaciones como en aquellos

familiares (segregantes).

b) Determinar el porcentaje de neomutaciones en la poblacion muestral

estudiada.

c) Precisar la presencia o ausencia de focos geograficos, en el origen de ancestros

para casos neomutantes.

d) Determinar la eventual influencia de las edades parentales en el condicionamiento

de casos afectados.

e) Establecer el curso natural de aparicion de las manifestaciones diagndsticas de la



enfermedad. Reconocimiento de variedades fenotipicas de la condicion.
f) Formar un Banco de ADN de pacientes NF1 y familiares.

g) Determinar el porcentaje de malignizacion presente en la muestra.
h) Establecer diferencias entre individuos afectados vs. sanos en cuanto a los
polimorfismos de los microsatélites IVS27AC28.4 e IVS38GT53.0.

i) Determinar si el patron polimdrfico influye en pardmetros clinicos: fecha de inicio,

curso de la enfermedad, tipo de manifestaciones.

j) Realizar andlisis asociados del gen represor TP53 como indicador de
predictibilidad tumoral en grupo muestral relevante.

Tabla 1
Matriz Epistémica NF1
Matriz Epistémica de la Complejidad
Deductivo-Abstracto



Titulo
Neurofibromatosis tipo 1. Variabilidad Fenotipica e Intro

al Analisis de Polimorfismos de Longitud de ADN en el

Bases Tebricas
Eventual influencia de Paradigmas Relacionados Relacuonados

repeticiones en tandem ; s Fundamentalmente cuantitativo

de bases nitrogenadas Momentos cualitativos
del gen NF1, sobre la

variabilidad fenotipica
de la condicion Obletivos Justificacion
Detectar y evaluar indicadores de
Disefo Experimental * Analizar y relacionar polimorfismos = predictibilidad en manifestaciones

Cuasiexperimental de longitud (VTR: Microsatélites) con fenotipicas complicativas de NF1
la variabilidad fenotipica de NF1

Disefio Muestral

* Muestra representativa e
intencionada de enfermos
con diagnostico de NF1 Aproximacién Metodol6gica Andlisis de Resultados

Probl : e 7 y
* Suj(ggépr?o arfoe ngg; por Evaluacion Clinico - Genética segin :> Multivariado. Estadistica
NF1 (Grupo Control) _ criterios internacionales. paramétrica y no
Técnicas de Biologia Molecular parameétrica. Analisis e 1;,

e
moleculares NLUYO”b(O(T‘Jt{)b s tipo 1.

Fin Ultimo

Adel.j"hr en el conocimiento de

Bases Legales Recursos

Pautas Bioeticas de la Humanos e instrumentales de la

investigacion en humanos. UGMC-CIADANA (UC)
Consentimiento informado

Para ello se procederd a la:
Caracterizacion fenotipica y diagndstica de sujetos afectados por NF1, de

acuerdo a pautas internacionalmente establecidas.

Verificacion y concrecién de la variabilidad fenotipica mediante el registro y
tratamiento estadistico de rasgos cuantitativos p.e.: numero y tamafio de MCL,
numero de neurofibromas cutaneos, mediante métodos paramétricos; y paralelamente,
registro y tratamiento estadistico de rasgos o manifestaciones cualitativas (binarios)
p.e.. presencia 0 ausencia de: nddulos de Lisch, escoliosis, convulsiones y
dificultades de aprendizaje.

Reconocimiento de casos aislados, causados por neomutaciones en el



grupo familiar, y de casos familiares (segregantes) en las genealogias

correspondientes.

Creacion de un Banco de ADN, a partir de células sanguineas de
pacientes con NF1, previa comprobacion espectrofotométrica de la
concentracion por muestra y de su integridad, mediante electroforésis en gel de

agarosa.

Obtencién de patrones electroforéticos en gel de poliacrilamida, para la
determinacion de polimorfismos de longitud en los microsatélites 1VS27AC28.4 e
IVS38GT53.0

Andlisis del Polimorfismo de Conformacion de Cadena Sencilla
(SSCP) en secuencias nucleotidicas de los exones 7-9 del gene supresor TP53,
en el ADN de pacientes seleccionados con NF1, para la busqueda de
mutaciones en este segmento del genoma, que de estar presentes seran
secuenciadas.

1.3. Justificacion de la investigacion

La extrema variabilidad que en su expresion fenotipica tiene la
Neurofibromatosis Tipo 1; por la cual, en un mismo grupo familiar podemos detectar
individuos diversamente afectados, con casos de severidad manifiesta y por ello
rdpidamente diagnosticables; hasta otros, con manifestaciones tan leves, que pueden
pasar desapercibidos, coloca el punto de la variabilidad fenotipica de la condicion en
un asunto que requiere dilucidacién, a fin de poder incrementar nuestra agudeza y
capacidad diagnostica , tanto como el valor predictivo de nuestras observaciones
clinicas y las que pudieran surgir, eventualmente, de potenciales marcadores

moleculares que llegaran a ser identificados.



Por otro lado, conjuntamente con la variable expresividad que de ordinario
tiene el gen NF1, este también muestra un amplio pleiotropismo que puede llevar, en
ciertos individuos, a una afectaciéon multisistémica de diversos 6rganos y tejidos:
SNC (cerebro, médula espinal...), ojos, piel, esqueleto... Esta circunstancia,
igualmente forma parte de la expresividad fenotipica y ella, pudiera ser explicada y
comprendida, si logramos avanzar en la identificacion de los factores que puedan
influenciar su variabilidad.



CAPITULO II
MARCO TEORICO

2.1. Caracteristicas Clinicas de la Neurofibromatosis tipo 1

NF1 es la forma de Neurofibromatosis descrita por Von Recklinghausen y
Ilamada formalmente Neurofibromatosis Periférica o Tipo 1. Es también, la forma
mas comun de la enfermedad y uno de los méas frecuentes desérdenes monogénicos;
en oposicion a la Neurofibromatosis Central (NF2), una entidad nosoldgica diferente,
caracterizada por neuromas acusticos, meningiomas Yy escasas lesiones cutaneas de
neurofibromas (1). Para NF1, diversos estudios han mostrado una prevalencia de la
enfermedad de 1 en 4.500 aproximadamente (2,3); otros sin embargo, la sitdan entre

1en 3.000 a 1 en 4.000 recién nacidos vivos (4).

La NF1 es una condicion genético - hereditaria que se trasmite bajo un
patron Autosémico Dominante con variable expresividad fenotipica, pero
virtualmente con un cien por ciento de penetrancia a la edad de 5 a 6 afos
(5,6). Se estima que, aproximadamente, un cincuenta por ciento de los casos
representan nuevas mutaciones (neomutaciones 0 mutaciones frescas), siendo la
rata mutacional para el locus una de las mas elevadas en el humano. Asi,
Crowe y Col (1956), calcularon una rata mutacional para el locus en el orden
de 1,4 2.6 x 10” (2); aln cuando, subsecuentes estudios han mostrado una
rata menor de 3—6.6x 10° (7) y otros como Rasmussen y Friedman (2000)
la colocan entre 1/7.800 a 1/23.000 gametos (6). Al respecto, se ha sefialado que la
edad paterna seria significativamente mayor en los casos esporadicos
(neomutaciones) de NF1, como un estudio en Texas lo habria indicado(8). Pero al
parecer, el efecto de la edad paterna avanzada para casos esporadicos es muy pequefio



0 no existe (6,8).

Los principales rasgos fenotipicos definitorios de la condicion incluyen:
manchas 0 maculas “café con leche” (MCL), neurofibromas periféricos y nodulos de
Lisch, que se presentan en la amplia mayoria de los individuos afectados y
constituyen la base de la fundamentacién diagnéstica (1, 2, 5, 6, 9, 10, 11).

Las MCL suelen ser el primer signo de la enfermedad y algunas pueden estar
presentes desde el nacimiento, continuando su aparicion y desarrollo e
incrementando su tamafio hasta la pubertad. EI nimero de MCL decrece con el
tiempo y algunos pacientes de mayor edad pueden llegar a tener menos de seis
maéculas (5). El diametro de estas manchas es variable, entre 0.5 a 50 cm, pero en
general suelen tener menos de 10 cm. Corrientemente su contorno es liso, pero en
algunas, especialmente las de mayor tamario, puede ser irregular y ocasionalmente
cubiertas de pelo. Otra de las caracteristicas pigmentarias de pacientes con NF1 es la
aparicion de efélides en zonas que normalmente no tienen exposicion solar: region
submaxilar, huecos axilares y la ingle. La aparicion de efélides ocurriria, después de
la presencia de las MCL (1, 2, 3, 4, 5).

En pacientes adultos con NF1 se presentan los neurofibromas dérmicos,
localizados en la wunién dermo-epidérmica. Se manifiestan como nodulos
discretos de color blanco-violaceo, de consistencia suave, casi gelatinosa al
tacto y de 0.1 a varios centimetros de didmetro. Se ubican mayormente en el
tronco, pero pueden presentarse en otras areas: cuero cabelludo, cara,
extremidades. En pacientes de edad y en aquéllos con numerosos nddulos,
algunos de ellos incrementan su tamafio y se hacen papilomatosos. Estas
lesiones son raramente dolorosas y mas frecuentemente pruriginosas. Son

tumores benignos que se forman en nervios periféricos y compuestos por:



celulas de Schwann, componentes neurales, fibroblastos y mastocitos. Una
forma menos comun de lesiones son los neurofibromas nodulares, que pueden
presentarse en un 5 por ciento de los pacientes. Estos se desarrollan
subcutaneamente sobre los principales nervios periféricos, teniendo una consistencia
mas firme y limites mas definidos que los neurofibromas dérmicos. A menudo,
ellos provocan sintomas neuroldgicos y suelen ser dolorosos, particularmente a la

presion (5).

La presencia de otra variedad de neurofibromas, como son los
neurofibromas plexiformes, los cuales constituyen una de las complicaciones, la
segunda en frecuencia después de las dificultades de aprendizaje, que pueden
presentar individuos afectados por NF1. Algunos estudios sitdan su incidencia en un
26.7 por ciento de los casos con la enfermedad (5). Los neurofibromas plexiformes
son clinica y patoldgicamente distintos de los neurofibromas dérmicos. En su mayoria
son obvios durante el primero o segundo afio de vida. Se presentan como grandes
inflamaciones subcutaneas, de margenes mal definidos, de varios centimetros de
didmetro que comprometen una porcion del cuerpo (cabeza, cara, tronco,
extremidades...). Su consistencia es habitualmente blanda; aun cuando
ocasionalmente, troncos nerviosos hipertrofiados pueden palparse dentro de la masa
tumoral, que es difusa y muy vascularizada. Neurofibromas plexiformes pueden,
eventualmente, experimentar trasformaciones sarcomatosas; si bien, estas pueden

desarrollarse de-novo.

Los nodulos de Lisch, por otra parte, son hamartomas asintomaticos del iris
y no meramente  manchas hiperpigmentadas, los cuales pueden llegar a ser
apreciados a simple vista; aun cuando, con tales propdsitos es preferible utilizar el

examen del iris con lampara de hendidura (gonioscopia). Los nddulos suelen



desarrollarse durante la infancia, después de la aparicion de las MCL, pero antes que
los neurofibromas periféricos. Otsuka y col. (2001) realizaron examenes
oftalmologicos seriados en 70 pacientes de varias edades afectados por NF1,
encontrando que los nodulos de Lisch fueron més frecuentes en casos familiares que
en casos esporadicos de la enfermedad (11).

NF1 estd asociada con una tendencia a la degeneracién maligna de los
neurofibromas, en un estimado de 3 a 15 por ciento de los casos. Knight y col (1973)
revisaron 69 pacientes con un neurofibroma y 45 con mdltiples neurofibromas. De
ellos, 5 pacientes del grupo tenian un total de 11 lesiones secundarias malignas,
incluyendo 3 fibrosarcomas, 3 carcinomas de células escamosas y 1
neurofibrosarcoma entre otras formas (12). Korf (2000), sin embargo, considera que,
aun cuando la malignizacion de lesiones en NF1 es un componente importante de la
enfermedad, la frecuencia de tales procesos suele estar sobrestimada por sesgos

muestrales en la seleccion de casos (13).

Si bien los neurofibromas son tumores benignos, tumores malignos de la
membrana de nervios periféricos pueden ocurrir (“malignant peripheral nerve sheath
tumors” — MPNST). Ademas de gliomas, particularmente astrocitomas pilociticos del
nervio Optico y leucemias. El MPNST, en el pasado referido como “schwannoma
maligno o neurofibrosarcoma” puede presentarse en la poblacion general, pero es una
complicacion distintiva de NF1, que en su mayor parte surge a partir de
neurofibromas preexistentes. Mutaciones de ambas copias del gen NF1 han sido
demostradas en  MPNST, pero ello parece ser también caracteristico de

neurofibromas benignos (13, 14, 15).

Existe un substancial cuerpo de evidencias que apoyan la hipdtesis de que,

NF1 funciona como un supresor tumoral en la patogénesis de al menos ciertos



tumores vistos en la enfermedad. Entre las evidencias se incluye, el hallazgo de
pérdida de heterocigosidad (LOH) o de homocigosidad, causada por mutaciones en el
gen NF1 de neurofibromas benignos (14), tanto como en tumores malignos (MPNST,
Gliomas Opticos, Leucemia no-linfocitica, Rabdomiosarcomas, Feocromocitomas...).
De ahi que, pudiera colegirse que, la pérdida de la funcion como supresor tumoral
que sufre la neurofibromina, el transcrito normal del gen NF1, es probablemente un
evento critico en la formacion de neurofibromas dérmicos; pero al menos en tejido
neural, no es suficiente como para causar malignizacion. Al efecto, hay evidencias
para respaldar el papel de p53 en la formacion de MPNST. Asi, ratones heterocigotos
dobles con mutaciones en nfl y p53 desarrollan sarcomas (16, 17) y también en

humanos con mutaciones en ambos loci, ocurre lo mismo para MPNST (18).

Este doble proceso mutacional conduce a la inactivacion de genes que en
condiciones normales funcionan como supresores tumorales. Proceso conocido como
“hipétesis del doble golpe” (“two-hit hypotesis”), término acufiado por Alfred
Knudson en su clasica monografia sobre el retinoblastoma. Por tanto, al mutar las
proteinas codificadas por genes supresores tumorales se altera el crecimiento y la
diferenciacion ordenada de la célula, al adquirir estas una ventaja de crecimiento des-

regulado gue predispone a su transformacion (19).

Otras manifestaciones clinicas de la condicién comprenden: las dificultades de
aprendizaje, la macrocefalia y la baja estatura proporcionada, pero ellas no son
especificas de la enfermedad y no pueden ser utilizadas, por separado, como
elementos de diagndstico. Complicaciones adicionales a las ya sefialadas incluyen:
hipertension arterial (causa adicional de mortalidad en pacientes con NF1),

convulsiones, neurofibromas espinales... (5, 20, 21).



Por otro lado v a titulo anecddtico sefialaremos que, por un tiempo existio la
creencia en circulos médicos, de que Joseph Merrick, inmortalizado en el cine como
el “Hombre Elefante” estaba afectado de NF1 (22). Sin embargo, hoy se sabe que
padecia de una rara y esporédica condicion denominada Sindrome de Proteus. La
confusion surge por el hecho de que ambas condiciones, el Proteus y NF1, estan
incluidas en el grupo de los sindromes hamartomatosos, con compromiso
multisistémico y agrandamiento de segmentos corporales en un patrén mosaico y con
manifiesta variabilidad fenotipica. De hecho, en el curso del programa de
investigacion sobre NF1 que da origen a la presente Tesis, una nifia de 2 % afios de
edad nos fue referida con un diagndéstico erroneo de NF1, cuando en verdad estaba

afectada por un Sindrome de Proteus (23).

2.2. Criterios diagnosticos

De acuerdo con el Instituto Nacional de Salud de los Estados Unidos de
Norteamérica (The National Institutes of Health — NIH. Consensus Development
Conference Statement, 1988), los criterios diagnésticos que deben cumplir pacientes
con NF1 incluyen dos o més de los siguientes criterios (5,6):
1. Seis 0 mas maculas “café con leche” de mas de 5mm de diametro en prepUberes y
de mas de 15 mm de didmetro en individuos postpuberes.
2. Dos 0 mas neurofibromas de cualquier tipo o un neurofibroma plexiforme.
3. Efélides en regiones axilares o inguinales.
4. Glioma optico.
5. Dos 0 mas nodulos de Lisch.
6. Presencia de una lesion Osea distintiva, tal como: displasia esfenoidal o
adelgazamiento de la cortical en huesos largos.
7. Existencia de un familiar en primer-grado afectado.



2.3. Variabilidad en la expresion fenotipica.

La Neurofibromatosis Tipo 1 (NF1) es notable por su variable expresion
fenotipica, la cual ha sido invariablemente reportada en trabajos sobre la condicion
(4, 6, 24, 25, 26, 27, 28, 29). Aun cuando los principales rasgos diagndsticos: MCL,
neurofibromas cutaneos y los nodulos de Lisch, suelen estar cada uno presente en
mas de un 90 por ciento de los casos a edades puberales, el nUmero de lesiones y/o las
manifestaciones complicativas varian grandemente, tanto entre familias con casos
afectados como dentro de las mismas. Si bien la aparicion de las manifestaciones
acostumbra ser edad-dependientes, las razones de la variabilidad extrema ha sido
objeto de varios estudios. En algunos se ha encontrado un supuesto efecto materno en
la severidad de la condicion (25), pero no en otros (26, 27). Tampoco se ha
comprobado correlacién alguna entre los estigmas fenotipicos exhibidos y el sexo del
individuo afectado.

Algo de la variacion en la expresion fenotipica observada, pudiera
ciertamente, reflejar la naturaleza variable de mutaciones diferentes en el gen NF1.
Sin embargo, ¢como explicar tal variabilidad en casos con agregacion familiar, en los
cuales la mutacion segregante o transmitida seria de una misma naturaleza? (28). Por
otro lado, casi la mitad de los casos reportados de NF1, serian el resultado de

neomutaciones y un namero de diferentes mutaciones ha sido identificado (Tabla 2).

Tabla 2
Sumario de Tipos de Mutaciones en NF1 (*)

Tipo de Mutacion Numero de Casos




Anormalidad Cromosémica 4

Anormalidad Completa del Gene 18
Deleccion Multiexonica 38
Deleccion Pequefia 55
Insercion Grande 3
Insercion Pequefia 27
Substitucion de Aminoéacido 29
Mutacion de Parada 43
Mutacién Intronica 25
Mutacion en Region 3’ no-codificante 4
Total 246

(*)Fuente: Reportadas al NF1 Genetic Analysis Consortium. Febrero 1999 (6).

Sin embargo, estaria claro que la variable naturaleza de las mutaciones en el
locus NF1, no seria la unica fuente de variacion fenotipica, ya que hay también
considerables diferencias en la expresion fenotipica, entre miembros afectados de
una misma familia (26, 29). Carey y col. (1979) por ejemplo, mostraron que tres
cuartos de las familias estudiadas exhibian considerables diferencias en severidad
entre los individuos afectados con NF1 (26). La variacién fenotipica restante pudiera
ser debida, a la accion de otros “genes modificadores”, factores ambientales o una

combinacion de ambos.

Al efecto, Easton y col. (29) reportan como resultado de su estudio que, la
correlacion de diversos rasgos fenotipicos de la condicion decrece, en la medida en
que el grado de relacion o parentesco se hace mas distante. Ello sugeriria que, genes
no ligados al locus NF1 son importantes determinantes de esos rasgos. A su vez, la
falta de correlacion dentro de los individuos para los ocho rasgos estudiados
(neurofibromas plexiformes, gliomas Opticos, escoliosis, epilepsia, dificultades de
aprendizaje (Educacién Especial), MCL, circunferencia cefalica y neurofibromas

dérmicos), también seria sugerente de que, grupos de genes no ligados a NF1



probablemente estadn envueltos en la determinacién de cada rasgo (29). Este patrén,
pudiera eventualmente ser también, el resultado de un efecto ambiental. Sin embargo,
la alta correlacion encontrada entre gemelos monocigoticos cuando se compara con
otros familiares, sugiere (al menos para MCL y neurofibromas) un fuerte componente
genético en su expresion (29, 30).

Por otro lado, el gen NF1 es uno de los de mayor tamafio en el genoma
humano, junto con los de cadenas pesada y liviana de las inmunoglobulinas (Ig°s) y el
de la distrofina. Tiene ademas dispersas en su ADN, repeticiones cortas en tandem
como los microsatélites, que lo exponen a sufrir frecuentes errores recombinantes, los
cuales podrian jugar algin papel en el condicionamiento de la extrema variabilidad
fenotipica que tiene la condicion. Tales repeticiones estan presentes, tanto en
secuencias codificantes como no-codificantes del gen NF1 (intragénicas); asi como,

en secuencias flanqueantes de sus extremos (5’ y 3°).

2.4. Rasgos Citogenéticas.

Upadhyaya y col. (1996) reportaron haber detectado la primera delecion fisica
que incluia al gen NF1 en un caso esporadico. EI mismo presentaba, rasgos
dimorficos y marcado retraso pondoestatural (31). Seguidamente, Streubel y col.
(1999) describieron lo que consideraron el tercer caso mosaico de NF1, en un
paciente que exhibia una manifiesta delecion en 17g11.2, la cual comprometia
totalmente al gen NF1. La deleccion fue sospechada inicialmente en cromosomas
tratados con bandas G y luego confirmada, mediante la técnica fluorescente de
hibridizacion in-situ (fluorescence in-situ hybridization. “FISH*), usando sondas que
escaneaban totalmente las 350 kb del genoma perteneciente al gen NF1. Streubel y
col. (1999) sugirieron también que, el complejo fenotipo mostrado por el paciente

podia ser explicado, por el compromiso de secuencias que flanquean al gen NF1,



apoyando asi la existencia de un sindrome de genes contiguos en 17gq11.2 (32).

Los otros casos de mosaicismo somatico para una delecion que
comprometiera por entero al gen NF1, segin constatacion por FISH, fueron los
reportados por Tonsgard y col. (1997) y por Wu y col. (1997) (33, 34). Ulteriormente,
Gervasini y col. (2002) reportaron una duplicacién en tandem del gen NF1, mapeada
en 17g11.2 mediante FISH de alta resolucion. La realizacion del FISH en metafases
dispersas, utilizando sondas locus-especificas, reveld la duplicacion del gen NF1 ,
desde el promotor a la region 3" no transcrita (“unstraslated region. UTR”), pero con
la ausencia del exdén 22 (35). Sin embargo, en contraste con los hallazgos de
Gervasini y col. Kehrer-Sawatzki y col. (2002) estudiaron una mujer quien presentaba
una translocacion reciproca en t (17,22) (q11.2; g11.2), lo cual determinaba que hay
un solo gen en la region 17g11.2 (35, 36).

El mapeo inicial de la Neurofibromatosis Periférica (NF1) ubica al gen, en el
cromosoma 17 y especificamente , en la region pericentromérica de su brazo largo (q)
(Figura 1), en razon de tres evidencias : a) su cercano ligamiento a pAl0-41
(utilizando la sonda D17S71 que mapea en p11.2) y p3-6 (mediante la sonda D17S21,
que se corresponde con las secuencias satélites alfa de la region pericentromérica) .
b) su débil ligamiento al marcador para brazo largo , como es el receptor para el
factor de crecimiento nervioso NGFR, que mapea en q21-22 ( 37, 38); y (¢ ) mas
recientemente se ha encontrado que , la sonda PHHH202 ( DI7S33 ) esta fuertemente
ligada a NF1 . En tal sentido, Ledbetter y col. (1989) mediante el estudio de un
paciente afectado por NF1, quien presentaba una translocacion balanceada entre los
cromosomas 17 y 22, evidenciaron que el punto de ruptura estaba en el cromosoma
17 en su banda g11.2 (38) .
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Figura 1. Ideograma del cromosoma 17 ba*ndeado (G) mostrando
el locus del gen NF1

“Modificado de Strachan and Read 1996 (41).
2.5. Rasgos Moleculares.

El gen NF1 fue mapeado mediante analisis de ligamiento en 17q11.2 en 1987,
encontrandose también que otros tres genes distintos, a saber: OMGP, EV12B y
EV12A yacen intercalados en el intrén 27b del gen NF1 (37, 38). La orientacion
transcripcional de los tres genes esta revertida (opuesta) a la que sigue el gen NF1

propiamente tal. Cada uno de estos tres genes contiene dos exones . EI OMGP



codifica la glicoproteina mielinica oligodendrocitica (“oligodendrocyte myelin
glycoprotein®); en tanto que, el EV12B y EV12A son homoélogos humanos de
genes/murino, que se piensa estan envueltos en la leukogénesis (linfoide especificos)
y localizados en sitios ectropicos de integracion viral (“ectropic viral integration
sites”) (39,40)). (Figura 2)

Transcripcion génica NF1
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N OB A N
17qcen €X0N  dominio GA%‘?b % = 17qtel
1 (exons 21-273)

Figura 2. Esquema de la estructura genomica del gen NF1y direccién de la
transcripcion

“Fuente: Wallace and MacCollins 2001 (62).

La superposicién parcial de genes, no es comin en el genoma de organismos
superiores como el humano. Esta suele ser mas frecuente en organismos simples
(procariotes), en los que la densidad génica promedio es mayor (E. coli,
Saccharomyces cerevisiae, Caenorhaboditis elegans). En el humano, cuando esta
superposicién ocurre , los genes superpuestos son transcritos a partir de hebras de
ADN diferentes y ellos se sitdan en regiones cromosémicas de alta densidad , por
ejemplo en la regién 6p21.3 para genes del Complejo HLA , que tienen una densidad
promedio de un gen por 20 kb. (39, 40, 41).

Desde el clonamiento del gen NF1, una gran cantidad de investigaciones han



contribuido a la comprension y entendimiento de la naturaleza de las mutaciones y
distribucion de la proteina que codifica; asi como, la creacién de un modelo animal

(ratén) con disrupcion del gen nfl (41, 42).

El gen NF1 se dispone sobre 350kb del ADN gendmico y codifica un mARN
de 11-13kb, que a su vez codifica 2.818 aminoacidos con una masa molecular de 220
kDa (6, 37, 40). Al respecto se ha planteado que, la elevada rata mutacional del gen
obedeceria a los siguientes factores: su gran tamafio, a la presencia de secuencias
intragénicas repetitivas y a la probable ocurrencia de conversion génica de interlocus

(“interlocus gene conversion® ) de varios pseudogenes-NF1 (37, 40, 41).

Entre las secuencias intragénicas repetitivas en NF1 destacan la familia de
repeticiones Alu, asi llamadas debido a los intentos tempranos de caracterizarlas
utilizando la nucleasa de restriccion Alu I. Ellas representan, una de las principales
repeticiones que suelen entremezclarse con las secuencias de ADN gendmico,
constituyendo la mas conspicua clase de SINEs humanos (“Short Interspread Nuclear
Elements”); esto es, “elementos cortos nucleares intercalados”. Ellas son primate-
especificas, pero han logrado tener un elevado numero de copias en el genoma
humano. Relativamente, estas repeticiones Alu tienen un alto contenido de GC; aun
cuando se encuentran dispersas, principalmente en las regiones eucromaticas del

genoma y en la bandas R de los cromosomas tefiidos con Giemsa (42, 43).

Se ha demostrado que, frecuentemente ocurren apareamientos defectuosos
entre estas repeticiones Alu (tal como AAAT Alu repeat) y ellas son causa de
inserciones y/o deleciones. Genes de gran tamafio como NF1, al tener muchas
repeticiones internas Alu son susceptibles a este tipo de alteraciones recombinantes;

de ahi que, estas secuencias sean consideradas como “puntos calientes” (“hot spot™)



en el genoma (44,45).

Por otro lado, la familia de los microsatélites de ADN incluye, pequefios
arreglos de repeticiones en tindem de secuencias simples, a menudo de 1-4 pb, que
estan dispersas a lo largo del genoma. Repeticiones en tindem en ADN codificante,
pueden llegar a ser sitios que predispongan a expansiones patogénicas. Ademas de
mutaciones simples (inserciones/delecciones), igualmente se presentan otras clases de
mutaciones que envuelven el intercambio de secuencias, entre secuencias alélicas y
no-alélicas, en las que a menudo participan repeticiones en tandem. De ahi que, el
ADN con repeticiones en tandem esté predispuesto a polimorfismos causados por
inserciones/delecciones de nucle6tidos; mediante las cuales, diferentes alelos pueden
llegar a variar en el nimero de copias integrales de las repeticiones en tdndem. Tal
variacion en el nimero de repeticiones en tandem, polimorfismos (VNTR), puede

ocurrir en el caso de repeticiones cortas como es el caso de los microsatélites.

Por ello, la alta tasa mutacional que tiene el locus NF1 esta relacionada
también, con la presencia de secuencias intragénicas repetitivas, tales como los
microsatélites, 1VS27AC28.4, ACI27.2 (ambos en intron 27b) e 1VS38GT53.0
(intron 38), localizados a lo largo de un segmento de ADN de 65 kb en el gen NF1 y
en desequilibrio de ligamiento. De ahi que hasta el afio 2003, se habian registrado
para el locus 246 tipos de mutaciones diferentes (National Neurofibromatosis
Foundation — International NF1 Mutation Analysis Consortium) (43).

El gen NF1 codifica para un transcrito de gran tamario, la neurofibromina, que
estd truncada o mutada en sujetos afectados por NF1. Por cuanto el gen estaria
inactivado en células tumorales, se piensa que normalmente actia como un supresor

tumoral (45, 46). Cuatro trozos o segmentos del transcrito han sido identificados,



siendo tres de ellos examinados, encontrandose que muestran actividad diferencial en

varios tejidos (5).

La neurofibromina tiene un segmento (dominio) central de 150 amino&cidos,
que muestra homologia con la familia de proteinas conocidas como: proteinas Ras-
especificas activadoras de GTPasa (‘“Ras-specific GTPase activating proteins”). Esta
region es llamada “GAP-Related Domain” (NF1- GRD ) y apénas representa el 10
por ciento del segmento codificante del gen (19, 45). Las proteinas GTPasa
activadoras, a su vez, estan envueltas en la regulacion negativa o represora del proto-
oncogene ras. Al efecto, la funcién normal de la neurofibromina es la de acelerar la
conversion de ras activo ligado al GTP, en ras inactivo ligado al GDP mediante la
hidrélisis de GTP. En consecuencia, al ocurrir la expresion normal de la
neurofibromina hay menos Ras activo y se reduce la sefializacion para que la célula
se divida y multipliqgue en mitosis. Por el contrario, en células tumorales NF1, al
producirse la inactivacion funcional del gen NF1, la neurofibromina deja de
producirse o lo hace de forma estructuralmente anormal y ello acarrea, la pérdida de
actividad ras GAP (Figura 3). Esta ausencia de neurofibromina tiende al incremento
de los niveles de actividad del oncogenes Ras y con ello, del crecimiento celular (46,
47).
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Figura 3. Mecanismo de accion de la Neurofibromina*
*Fuente: Gutmann DH, 2001 (19)

Por tanto, la neurofibromina esta envuelta en el control del crecimiento y la
diferenciacion celular, al menos por tres posibles mecanismos: a) como regulador
negativo o represor (“down-regulator”) aguas arriba del p21 ras; b) como un efector
aguas abajo (“downstream effector”) y c¢) como una proteina de unién entre la
tubulina y el p21 ras. Asimismo, experiencias han mostrado que las mutuas
regulaciones entre ras y NF1-GAP son esenciales para la normal diferenciacion
neuronal; de ahi que, su alteracion pudiera estar relacionada con las dificultades de
aprendizaje y reduccion del cociente intelectual que llegan a exhibir una buena

cantidad de pacientes afectados por NF1. (47, 48).

De otra parte, ratones homocigotos para el mutante nfl, carecen de
neurofibromina en todos los tejidos y no sobreviven mas alla del dia 14 de su periodo
embrionario, mostrando anomalias de desarrollo generalizadas. Pero, los ratones
heterocigotos, si bien no muestran los rasgos clasicos de NF1, parecen tener una
mayor susceptibilidad hacia algunos tumores que son frecuentemente vistos en la
enfermedad humana, tales como: feocromocitomas, leucemia mieloide, leucemia
linfoide, adenocarcinoma del pulmdn, hepatoma y fibrosarcoma. Estas evidencias,
también respaldan el papel de supresor tumoral que tendria el transcrito del gen NF1
(49).

AUln cuando la funcion de supresor tumoral que tiene la neurofibromina
ha sido atribuida a su actividad rasGAP, esta porcion de la molécula solo
representa un 10 por ciento de la region codificante del gen NF1; de manera
que, surge la posibilidad de que algunos rasgos clinicos de NF1 puedan ser

atribuidos a otras funciones no-rasGAP de la neurofibromina (19).



En tal sentido, estudios en Drosoéfila han sugerido que la neurofibromina
pudiera funcionar también, regulando la sefializacion de la proteina kinasa A (PKA)
(50). Esta nocidn estaria respaldada en experimentos en los cuales, la pérdida de
neurofibromina influencia la respuesta de las células de Schwann al AMP ciclico
(51). Aln cuando, una relacion directa entre deficiencia de neurofibromina,
sefializacion de PKA y niveles de cAMP no ha sido demostrada en células de
mamiferos, estos estudios sugieren que el mecanismo de regulacién del crecimiento
celular pudiera extenderse mas alld de la actividad rasGAP que tiene la

neurofibromina.

Otras pistas acerca de posibles funciones no-rasGAP de la
neurofibromina se han derivado del estudio en fragmentos del gen NF1. En tal
sentido, tres fragmentos alternativos se han reportado: exon 92, exon 23y exon
48?2, Mientras el exon 48% de la neurofibromina se expresa especificamente en
tejido muscular (52), la neurofibromina contentiva del exdn 92 esta restringida a
las neuronas cerebrales y su expresion estd regulada, tanto regionalmente como
durante el desarrollo (53). Este especial residuo —-10 del exdn en el extremo N-
terminal de la proteina, pudiera conferirle a la neurofibromina, especiales

propiedades que resultan relevantes en el funcionalismo neuronal.

Por otra parte, la neurofibromina se ha encontrado asociada con los
microtabulos, sugiriéndose su involucramiento en la sefializacion de la traduccion de
la via micotubulo-mediada y con ello, su papel en la reorganizacién estructural del
citoesqueleto (54). Por otra parte, la tubulina inhibe la actividad GAP vy la region de
acoplamiento con la tubulina parece superponerse con el “GAP-Related Domain”
(NF1GRD) (vidae supra) (55).



En un esfuerzo por determinar los eventos genéticos que pudieran
cooperar junto con la pérdida funcional de neurofibromina, para promocionar la
aparicion y progresion tumoral, diversos grupos han centrado su atencién en
la proteina p53. En tal sentido, estudios realizados a finales de los afios 70
revelaron que, es una fosfoproteina celular con una masa molecular relativa de
cerca 53.000 Daltons que forma un apretado complejo con el antigeno del
virus SV40, de ahi deriva su denominaciéon de p53. Trabajos ulteriores mostraron
que, la p53 también forma complejos con otros productos oncogénicos virales,
incluyendo el adenovirus E1B; ademas de que, estaba presente en bajos niveles en

células normales y en altos niveles en células de diversos tumores.

Estos hallazgos iniciales llevaron a sugerir que, los altos niveles de p53
podian contribuir al desarrollo canceroso. Consistente con esta nocion, estudios de
transferencia de genes aportaron nuevos datos acerca de que p53 funcionaba como un
oncogene en experimentos in-vitro. Sin embargo, subsecuentes estudios mostraron

que p53 era en realidad un supresor tumoral.

El gen supresor tumoral TP53 esta localizado en el cromosoma 17p13.1
(Miller C, et al. 1986) con 11 exones y es transcrito en todos los tejidos con
diferente grado de eficiencia. Seria el gene mas frecuentemente alterado en
tumores humanos (56). Mutaciones somaticas de TP53 y desregulacién de sus
proteinas reguladoras asociadas, han sido implicadas en el desarrollo de una
variedad de tumores, incluyendo mutaciones germinales que constituyen la base
etiologica del Sindrome de Li Fraumeni (cancer del seno, tumores del SNCy
sarcomas) (57).



La p53 cumple un amplio campo de funciones en la célula y suele ser Ilamada

“el guardian del genoma”. Una de estas funciones es la de representar un punto de

chequeo en la progresion del ciclo celular de la fase G1 a S. Asi, cuando las celulas

presentan dafio en su ADN, ellas son represadas en G1 hasta que el dafio sea

reparado, para pasar entonces a la fase S de replicacion de ADN y luego a la fase M

de multiplicacién (division) celular. A su vez, la replicaciéon en fase S de un ADN

dafado, conduciria a cambios genéticos al azar, algunos de los cuales pueden ser

oncogenicos (42).

Probablemente relacionado con este crucial papel de la p53 estd, el que ella

cumple como estimulo, para que células que muestren cambios oncogénicos

progresen hacia la apoptosis o0 muerte programada (Grafico 1).
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Gréfico 1. Mecanismos de control de la proliferacion celular por la p53
*Modificado de T. Strachan y Read A. P (41)



Por el contrario, si la p53 se encontrara ausente o funcionalmente inactiva, el
ciclo celular proseguiria copn la consiguiente proliferacion de clonus celulares
oncogénicos. Aunque el mecanismo de autodestruccién programada (apoptosis) se
activa en respuesta a una diversidad de circunstancias, el proceso de apoptosis sigue
los mismos pasos, independientemente de cual haya sido la circunstancia

determinante.

La apoptosis produce primero, la fragmentacion del ADN cromosémico, la
desorganizacion estructural de las organelas y la pérdida de la morfologia normal,
haciéndose esféricas las células apoptdticas. Luego, las células se descomponen en
fragmentos celulares pequefios, denominados cuerpos apoptéticos, que son
fagocitados por los macréfagos. Los inductores de la autodestruccion son unas
proteasas denominadas caspasas (del inglés “cysteine-containing aspartate-specific
proteases”), las que al activarse cortan a nivel de determinados residuos de aspartato

a las proteinas diana (42, 58).

TP53 es uno de los genes supresores tumorales mejor estudiado y cuyas
funciones estan afectadas en la mayoria de los procesos malignos. TP53 es un
componente clave en los mecanismos de respuesta de emergencia, que convierte una
variedad de sefiales, tanto intra como extracelulares, ante situaciones de stress. Ellas
serian las resultantes de dafio al ADN, o las derivadas de conflictivos estimulos,
positivos y negativos, de detencion del crecimiento celular o de apoptosis. El
transcrito de TP53, la p53, es un componente esencial del control celular de la
senescencia. Su actividad resulta en la eliminacion de células dafadas potencialmente
peligrosas. Ademas, la posicién Unica que tiene TP53 en un conjunto de vias de

sefializacion (Grafico 1) y su involucramiento en numerosas interacciones, la hacen



proclive a la frecuente adquisicion de mutaciones con la consiguiente inactivacion de
su transcrito; pero también, a menudo cambiando sus propiedades, convirtiéndolo de
supresor tumoral en oncogene (Komarova EA, et al. 1997; Komarova EA, et al.
2001).

El transcrito (p53) contiene 393 aminoéacidos y es dificilmente detectable en
células normales, debido a su rapida degradacion por los proteosomas. La proteina
que codifica TP53 contiene diversos dominios funcionales. EIl extremo amino-
terminal (aminoécidos 1-50) es un dominio de transactivacion, envuelto en la
modulacion de “genes diana”. Este sitio es también responsable de la interaccion con
MDM2 (mouse double minute gene), una proteina con actividad de ligasa que
controla la degradacién de p53 por los proteosomas (Ko Lj and Prives C. 1996). El
dominio central, entre los aminoacidos 100-300, participa directamente en el
reconocimiento y enlace con secuencias de ADN especificas (Cho Y, et al. 1994). A
su vez, el locus entre los aminoacidos 323 y 356 es responsable de la oligomerizacion
de la molécula p53 en tetrdmeros, la forma bajo la cual esta proteina funciona en la
celula (Kussie PH, et al. 1996; McLure KG and Lee PW. 1998).

El dominio carboxi-terminal (aa: 363-393) es esencial para la regulacion de la
actividad de enlace con otras proteinas interactuantes. Ademas, el extremo carboxi-
terminal de p53 es capaz de establecer enlaces no especificos con regiones de ADN
de una sola cadena, con bases no-pareadas y con extremos terminales de ADN,
indicando su participacion en el proceso de reconocimiento del ADN dafiado
(Bakalkin G, et al. 1995).

La conclusion general derivada de numerosos estudios, es la de que TP53 es

un regulador negativo (represor) del crecimiento celular, el cual una vez activado,



induce la detencién del crecimiento en puntos especificos y diversos del ciclo celular
0 la apoptosis dependiendo de la célula y las condiciones de crecimiento. Por
ejemplo, timocitos entran en apoptosis después de sufrir dafio en el ADN (Clarke AR,
et al. 1993); mientras que, los fibroblastos predominantemente van a una detencion
irreversible del crecimiento (Petitjean A, et al. 2007).

Los mecanismos TP53-dependientes destinados a eliminar células anormales
son altamente eficientes y proveen un potente escudo contra la proliferacion y
supervivencia de células que han quedado expuestas a una variedad de condiciones
dafinas o sufren alteraciones en la duplicacion celular. Estos mecanismos previenen,
cualquier posibilidad de seleccién de una célula con ventajas de crecimiento o
metabolicas sobre sus competidoras. Por tanto, sin inactivacion o disrupcion de las
vias de accién de TP53, el proceso de carcinogénesis es virtualmente imposible. Sin
embargo, una vez que los mecanismos TP53 se inactivan, condiciones para la rapida
acumulacién de cambios genéticos se establecen, los cuales llevan a una dramaética

desestabilizacion del genomay la aceleracion de la carcinogénesis.

Se estima que mutaciones en TP53 constituyen la mas comin de las
aberraciones genéticas en el cancer humano. Aproximadamente, 80 por ciento
de las mutaciones en TP53 (mayormente “mutaciones Sin sentido”) estarian
agrupadas en un segmento de ADN genémico comprendido entre los exones 5-
8. En total, 25-50 por ciento de los tumores de mama y hasta 60 por ciento
de los tumores ovaricos presentan mutaciones en TP53 (Casey G, et al. 1981,
Soussi T, et al. 2000; Levine AJ. 1997; Anselmo NP, et al. 2009; Armstrong AB, et
al. 2009; Karim S, Ali A. 2009; Olivier M, et al. 2006; Sigal A, Rotter V. 2000,
Martin AC, et al. 2002).



En mas de 10.000 tumores humanos analizados hasta el 2000, entre 45-
50 por ciento contenian mutaciones inactivantes dentro del gen TP53. La
frecuencia varia de un tipo de tumor a otro. Mutaciones de punto dentro del
gen TP53 han sido observadas en 60-65 por ciento de las neoplasias de
pulmén y colon; 40-45 por ciento de céncer de estdbmago, eséfago y vejiga; 25
por ciento de mama, higado, préstata y solo un 10-15 por ciento de las leucemias
(Komarova EA, et al. 2001; Armstrong AB, et al. 2009; Karim S, et al. 2009; Olivier
M, et al. 2006).

Un total de 80-85 por ciento de las mutaciones de punto son
“mutaciones Sin sentido” Yy localizadas dentro del “evolutivamente conservado
dominio especifico de enlace con ADN” (evolutionally conserved specific DNA-
binding domain) (Hansen R and Oren M. 1994; Levine AJ. 1997). TP53
mutantes pierden la habilidad de reconocer sitios apropiados de enlace con el
ADN vy de activar la transcripcidn de genes que responden a TP53. De otro lado, p53
tiende a acumularse en la célula debido a la disminucion de su degradacién. La p53
mutada es capaz de oligomerizarse con el producto de otros alelos normales,
ejerciendo un efecto negativo dominante. Por tanto, “mutaciones sin sentido” en
TP53, resultan en una inmediata inactivacion de los mecanismos TP53 -

dependientes.

En todo caso, se ha comprobado que la mutacién NF1 puede estar
asociada con mutaciones de TP53 en MPNST humanos (vidae supra). De igual
modo, en ratones heterocigotos dobles nfl y p53 mutantes, se desarrollan grandes
sarcomas como resultado de la pérdida de expresion, tanto de neurofibromina como
de p53 (19).



En otro orden de ideas, se han adelantado algunos resultados en los
que se postula la influencia de secuencias repetitivas en tandem, tanto
intragénicas como flanqueantes del gen NF1, en la expresividad de algunas de
sus manifestaciones, particularmente en los procesos de malignizacion y
tumorogénesis en general (59, 60, 61). Al efecto, por lo menos un informe
sugiere, la presencia de inestabilidad en microsatélites en una porcion de
neurofibromas (59), pero otros no han encontrado tal anormalidad (63). No
obstante, las alteraciones de microsatélites siguen siendo utilizadas como
marcadores clonales para la deteccion del cancer y la caracterizacion de mutaciones (
62,63,64, 65, 66).

Sin embargo, todavia no hay claras correlaciones genotipo-fenotipo en
NF1; de ahi que, estudios mas extensos sean requeridos y en los que puedan
incluirse informacion clinica mas detallada para diferentes edades. Los avances
hasta ahora logrados, plantean la posibilidad de que, rasgos fenotipicos que
incrementan la variable expresividad, pudieran ser debidos a secuencias intragénicas
o flanqueantes del gene NF1, las cuales también predispondrian a la malignizacion de
lesiones tumorales (67, 68, 69).
2.6.  Definicion de términos (glosario).

Alelo: una de varias formas alternativas de un mismo gen. Una de dos o
mas formas alternativas de un mismo gen, que ocupan el mismo locus en un
cromosoma dado. Su actividad concierne con el mismo proceso bioquimico o de

desarrollo.

Alfa-satélite ADN: clase de satélite de ADN con una longitud promedio de

repeticiones de cerca 170 bp encontradas en los centromeros.

Alu (repeticiones o secuencias): familia de repeticiones con un



relativamente alto contenido de GC, dispersas en las regiones eucromaticas del
genoma, que han sido reportadas preferencialmente localizadas en las bandas R
de los cromosomas. Estas Ultimas corresponden a las bandas claras de los
cromosomas con bandas G (Giemsa). Las repeticiones Alu son las mas
abundantes del genoma humano y representan regiones de la més alta actividad

transcripcional.

Alineamiento: (del inglés “Annealing”). La asociacion de una cadena de

ADN complementario (0 ARN) para formar estructuras de doble cadena.
Apoptosis: muerte celular programada.
Bacteridfago: virus que infecta a bacterias.

cADN: ADN sintetizado por la enzima transcriptasa invertida usando mARN

como templado.

CpG: (dinucle6tido): un dinucle6tido con una citosina en su extremo 57,
conectado por un enlace fosfodiéster a guanina en el extremo 3". Es un punto caliente
mutacional, por la tendencia de la citosina a ser metilada y subsecuentemente
deaminada a timina.

Cebador: ADN o ARN pequefio y de una sola cadena, que unido a
una cadena molde aporta el extremo 3" a partir del que se prolongara la nueva

cadena.

Cosegregacion: transmision conjunta de dos genes, a causa de su estrecho

ligamiento en un cromosoma.

Dominante: el caracter de un gen, cuando es capaz de expresarse tanto en



estado homocigoto como heterocigoto.

Duplicacion en tandem: segmentos cromosomicos de secuencias

nucleotidicas idénticas adyacentes.

Enzima de Restriccion: Endonucleasa que reconoce una secuencia especifica

de nucledtidos de ADN como punto de corte y secciona en esa “diana” ambas

cadenas de ADN.
Exon: secuencias codificantes de un gen.

Fase G1: Periodo del ciclo celular que precede a la fase S.

Fase G2: Periodo del ciclo celular que sigue a la fase S.

Fase S: Periodo del ciclo celular en el que se realiza la duplicacion o

replicacion (sintesis) del ADN.

Fenotipo: forma que toma un caracter (0o conjunto de caracteres) en un

individuo particular. Manifestacién externa observable de un genotipo concreto.

Gen supresor de tumores: Gen que codifica una proteina que suprime la
aparicion de tumores, actuando como reguladores negativos de la proliferacion
celular.

Heterocigoto: individuo portador de alelos diferentes en un mismo locus de

un gen.

Homocigoto: individuo portador de alelos idénticos en un mismo locus de un

gen.



Intron: Secuencias no-codificantes, que en el ADN separan los exones de un

gen.

LINE: del inglés: “long interspersed nuclear elements”. Una clase de

secuencias de ADN, moderadamente repetitivas.

LOH: del inglés “loss of heterozygosity”. Pérdida de alelos en un cromosoma,
detectada  por la utilizacion de marcadores a los cuales el individuo es

constitucionalmente heterocigoto.

Minisatélite (ADN): Arreglos intermedios (a menudo menores de 0.1 kb) de

repeticiones en tandem de secuencias de ADN.

Microsatélite: Secuencias cortas de repeticiones en tdndem constituidas por

entre 2 y 6 nucledtidos.

Mutacion: Una alteracion heredable en la secuencia de nucledtidos del
ADN.

Mutator (Gen): Una clase comun de genes, que cuando mutan producen la

formacion de tumores.
Oligonucledtido: Fragmento pequefio de ADN sintético.

Oncogen: Un gen envuelto en el control de la proliferacion celular, que al
activarse ayuda a transformar la célula normal en tumoral.
PCR: del inglés “polymerase chain reaction”. Reaccion en cadena de la

polimerasa.

Polimorfismo: La existencia de dos o maéas alelos, en frecuencias



significativas en la poblacion.

Protooncogen: Secuencias alélicas que al ser activadas se convierten en

oncogenes.

Promotor: Region reguladora préxima al extremo 5°de un gen y que actla

como punto de unidn de la ARN polimerasa.
RFLP: del inglés “restriction fragment length polymorphism”.

SSCP: del inglés “Single strand conformation polymorphism”. Polimorfismo

de Conformacion de Cadena Sencilla.

SINE: del inglés “Short Interspersed Nuclear Elements”. Tipo de ADN
repetido, de pequefio tamafio, que se encuentra disperso en el genoma. El mas
conspicuo SINE humano es la familia de repeticiones Alu; llamadas asi, por los
tempranos intentos para caracterizar su secuencia utilizando la nucleasa de restriccion
Alul.

Transcripciéon: Proceso de sintesis de ARN a partir de ADN con la

mediacion de la ARN polimerasa.



CAPITULO Il
MATERIAL Y METODOS

3.1. Muestra Poblacional

Se estudiaron 33 familias con un total de 116 individuos, de los cuales 70
exhibian manifestaciones clinicas e imagenoldgicas diagnésticas de NF1, segun
criterios internacionalmente admitidos (5, 6). De los afectados, 53 pertenecian al sexo
femenino y 17 al masculino. El rango de edades estuvo entre los siete meses y los 75
afios de edad. Ancestros (abuelos) de casos indice, eran originarios de diferentes
localidades geogréaficas del pais y estos ultimos, fueron referidos para la certificacion
diagnostica y el Asesoramiento Genético correspondiente, desde el Hospital “Enrique
Tejera”. Departamento de Dermatologia (Valencia — Edo. Carabobo) y otros centros
de atencién médica del pais, a la Unidad de Genética Médica y Citogenética
(Departamento de Ciencias Fisioldgicas. Céatedra de Fisiopatologia. Escuela de
Ciencias Biomédicas y Tecnoldgicas. Universidad de Carabobo. Valencia-Edo.
Carabobo).

3.2. Métodos

Evaluacion Clinica:

Incluyd: obtencion de la Historia Médica familiar con el mayor nimero
de generaciones y de individuos ubicables, con datos relevantes como: lugar
de nacimiento, edad, antecedentes de morbilidad, en particular de
afecciones dermatoldgicas  (manchas, tumoraciones..), baja estatura,
dificultades de aprendizaje, escoliosis y cualquier otra displasia 0sea, procesos
malignos, causas de muerte.. Todo pariente bioldgico del afectado (a)

sospechoso y accesible, fue incluido voluntariamente en el estudio, de ser ello



posible.

La evaluacion fenotipica comprendié la toma de datos biométricos del
paciente: talla, peso, circunferencia cefalica, distancia intercantal interna y externa,
tension arterial; seguida por, examen fisico detallado con contaje y medicion de

maculas “café con leche” y neurofibromas cutaneos.

La evaluacion gonioscépica (biomicroscopia), para precisar la existencia de
los nédulos de Lisch en el estroma iridiano, fue realizada en el Centro Oftamoldgico
de Valencia (CEOVAL), con lampara de hendidura Topcon por la oftalmélogo, Dra.

Monica Suarez M.

En los casos donde fue necesario estudios de Resonancia Magnética (RM), se
empleo indistintamente, un resonador Symphony. MR 2002 B o un Marconi, Medical

System, Inc-Eclipse.

Cuando se hizo necesario, los estudios histopatologicos (biopsia) fueron
realizados en el Servicio de Dermatologia del Hospital Central (Valencia) por los
Dres. Marco Tulio Mérida (+) y Luz Marina Aular. En todos los pacientes y bajo

consentimiento informado, se documentaron fotograficamente las lesiones relevantes.

Toma de Muestra
Con fines de extraer ADN de células linfocitarias, se tomo de cada paciente
1 ml de sangre periférica, utilizando como anticoagulante una solucion de 4acido

Etilén Diamino Tetraacético (EDTA) al cinco por ciento, en una proporcién de 1:10.

Extraccion de ADN

El ADN gendmico se obtuvo a partir de leucocitos aislados de una muestra de



300 pL de sangre periférica utilizando una modificacion del método de Miller y col.
1988 (70), basado en una extraccion salina, seguida de precipitacion con etanol. Para
ello, se pasan 300 pL de sangre a un tubo de 2 ml y se tratan con 1 ml de solucion de
lisis de globulos rojos N° 1 (Tris HCI 10 mM pH: 7,5; MgCl 5 mM, NaCl 9,9 mM y
EDTA Na, 2 mM pH: 8), luego se centrifuga a 2.700 revoluciones por minuto (rpm)
durante 10 minutos a temperatura de 25 °C, produciéndose la lisis de los
glébulos rojos por choque hipoténico. Se extrae la maxima cantidad posible de

sobrenadante que se descarta.

El taco (“pellet”) es luego tratado con 600 pL de solucion de lisis de
glébulos rojos, centrifugandose de nuevo en las mismas condiciones anteriores,
con fines de obtener los globulos blancos. Estos son resuspendidos en 225 pL
de tampon Tris-EDTA (TE) pH: 7,2 en proporcion 20:5, agregandose a
continuacion 14 pL de SDS al 10 por ciento y 4 pL de Proteinasa K con una
concentracion de 10 mg/ml, para luego incubarse en estufa a 50 °C durante 1-2 horas

con agitacion suave.

Finalizada la incubacion, a la mezcla anterior se le agregaron 13,5 pL
de Acetato de Amonio 7MYy 750 pL de isopropanol, se agitd por inversién y a
continuacion se observo el ADN extraido en forma similar a una medusa
pequefia, el cual es recuperado con punta siliconada o mediante centrifugacion
a 4.000 rpm a 0 °C durante 15 minutos. EI ADN se lava dos veces con
isopropanol al 70 por ciento, se seca mediante centrifugacion al vacio para
evaporar el isopropanol y a continuacién, se disuelve en tampén TE 10:1 utilizando
entre 200 y 300 pL, dependiendo del tamafio del “pellet”. Una vez que el ADN fue
bien resuspendido, se determind6 su concentracion y pureza mediante

espectrofotometria.



Para ello, se diluyeron las muestras en agua desoionizada y se practicaron
lecturas de absorbancia (A) a 260 y 280 nandémetros (hnm). Los célculos se efectuaron
utilizando la formula siguiente:

Concentracion de ADN pg/mL= Az X dilucion x 50

Cincuenta es un valor constante que indica lo siguiente: una solucién de ADN
de doble cadena (hebra) que contenga 50 pg/ml, tiene una medida de absorbancia de
Axo=1

Para garantizar que las muestras tengan un minimo de contaminantes
protéicos, se establecid la relacion entre las dos lecturas; la obtencion de un indice
Azs0/Azgo con un valor entre 1.7 — 1.9 es indicativo de una buena desproteinizacion. A
su vez, la verificacion de la integridad de la muestra de ADN se realizd mediante
electroforesis en gel de agarosa al uno por ciento durante una hora a 80 Voltios,
empleandose como referencia el marcador de tamafio Fago Lambda Hind Il1. Una vez
finalizada la corrida electroforética, se revel6 el gel en una solucion de Bromuro de
Etidio durante dos minutos. Al visualizar las bandas obtenidas mediante luz
ultravioleta, estas deben observarse bien definidas y con una migracién pareja entre
21 kb — 23 kb, lo cual garantiza la integridad del ADN (71).

Andlisis de Polimorfismos de longitud de microsatélites intragénicos del
gene NF1

Como se ha seflalado (vidae supra), la presencia de secuencias
intragénicas repetitivas en el gene NF1, lo hace especialmente vulnerable a
distintos tipos de alteraciones recombinantes. Entre esas secuencias repetitivas
esttn  las  secuencias Alu 'y los  microsatélites I1VS27AC28.4 e

IVS38GT53.0, cuyos Haplotipos se encuentran en desequilibrio de ligamiento



(43, 72). De ahi que, se considerara pertinente analizar estos dos marcadores
microsatélites en una poblacion de individuos afectados por NF1, como
aproximacion al estudio de las causas de la notable variabilidad en la
expresion fenotipica que tiene la enfermedad y por la otra, en la busqueda de
marcadores informativos con poder predictivo para el diagnéstico de NF1 en
miembros “presintomaticos” de familias afectadas (Oguzcan y col. 2003, Spits
y col. 2005) (43, 87).

La muestra estuvo constituida por 29 casos indice segregantes,
afectados por NF1. A todos los individuos se les confirmé el diagndstico
clinico en la UGMC (Dpto. de Ciencias Fisiologicas. Catedra de Fisiopatologia.
Escuela de Ciencias Biomédicas y Tecnologicas. FCS.UC. Valencia), de
acuerdo a las pautas biomédicas internacionalmente establecidas (5,6). Los
pacientes tenian un rango de edad entre 2 % afios y 69 afios. También se
incluyeron 50 muestras de ADN de individuos sanos, es decir no padecian la
enfermedad, provenientes del Banco de Muestras del Laboratorio de Biologia
Molecular, las cuales sirvieron como grupo de referencia, para establecer diferencias
con la distribucién de los alelos de los marcadores microsatélites, en el grupo de

sujetos con NF1.

Se estudiaron los polimorfismos de longitud de los marcadores genéticos de
tipo microsatélite: 1VS27AC28.4 (para repeticiones AC: Adenina y Citosina) e
IVS38GT53.0 (para repeticiones GT: Guanina y Timina) cuyas caracteristicas

principales se resumen en la Tabla 3.

Tabla 3
Marcadores Microsatélites Usados en la Investigacion



L Tamario
Ubicacion del
Microsatélite en Repeticion Oligonucléotidos -
* amplicén
Gene Cebadores (nb)
NF1 P
IVS27AC28.4 Intrén 27b AC 5’GTT CTC AAC TTA AATGTAAGT 3* 207
5’GAA CATTAA CAA CAA GTACC3’ 219
IVS38GT53.0 Intrén 38 GT

5’ CAG AGC AAG ACCCTGTCT 3° 171
5°CTC CTA ACA TTT ATT AAC CTTA 187
3

"Fuente: Genoma Database (73).

La obtencion de los productos amplificados (amplicones) se realiz6 mediante
la técnica de la Reaccidn en Cadena de la Polimerasa (PCR), la cual consiste en la
amplificacion selectiva de una secuencia de ADN de doble cadena (hebra) efectuada
in vitro, haciendo uso de dos oligonucléotidos cebadores, que se hibridan con
secuencias complementarias en cadenas opuestas de ADN, resultando la secuencia
blanco sintetizada gracias a la accién de una enzima ADN polimerasa. Para ello, en
primer lugar, la muestra de ADN se somete a procesos de calentamiento con fines de
separar las dos cadenas y permitir que los cebadores se unan al ADN. Luego, cada
hebra es copiada por la polimerasa. Cada una de las dos cadenas de ADN, sirve como
molde o patron para la sintesis de la secuencia especifica a partir de los dos
cebadores. Este procedimiento realizado en ciclos repetidos, produce la amplificacion
exponencial de segmentos blancos de ADN de longitud definida (74).

Las condiciones de la reaccion de amplificacion para ambos microsatélites, se
optimizaron tomando como base la informacion reportada por Fang y col. 2001 (64).
Para el microsatélite IVS27AC28.4 las condiciones del ensayo PCR fueron: MgCl, 1
mM, dNTPs 180 uM, oligonucléotidos cebadores 0,250 uM, 1 U de la enzima ADN




Taq polimerasa (Promega N° catalogo 8291), 20 ng de ADN, tampén PCR 1X y para
el microsatélite 1VS38GT53.0 fueron: MgCl, 1 mM, dNTPs 130 puM,
oligonucledtidos cebadores 0,150 pM, 1 U de la enzima Taq Polimerasa (Promega N°
catdlogo M8291), 8 ng de ADN, tampdn PCR 1X. En ambos casos se utilizd un
volumen final de 25 pL. En todos los ensayos se incluy6é un control negativo que

contiene todos los componentes de la reaccion, pero sin el afiadido de ADN.

El programa de amplificacion utilizado para IVS27AC28.4 consto, de una pre-
desnaturalizacion por 120seg a 96°C, seguido de 30 ciclos cada uno de ellos con una
desnaturalizacion de 30seg a 94°C, hibridizacion de los cebadores 30seg a 55°C,
extension 30 seg. a 72°C y por ultimo, una extension final de 60seg a 72°C. Respecto
a IVS38GT53.0, se emplearon las mismas condiciones, con la diferencia en la
temperatura de hibridacion de los cebadores que fue de 52°C. La verificacion de la
presencia del producto PCR se cumplié, mediante la realizacion de electroforésis en
gel de agarosa al dos por ciento, en condiciones similares a las descritas para la

verificacion de la calidad del ADN durante su proceso de extraccion (vidae supra).

Para diferenciar los alelos presentes en cada uno de los marcadores analizados
en los pacientes seleccionados, se realizo electroforesis en gel de poliacrilamida al 8
por ciento en placas 16 x 30 cm, utilizando tampdn Tris-Borato 45 mM EDTA 1 mM
pH: 8,19, con un tiempo de migracion de 14 horas a 200 Voltios y posteriormente
revelado con sales de plata. Se utiliz6 como referencia el marcador de tamafio de 50
pb para IVS27AC28.4 y de 100 pb para IVS38GT53.0. En virtud de la dificultad de
estimar el tamafio de los alelos con la utilizacion de estos marcadores y el hecho de
no disponer de una escalera alélica, se tom6 como base que las moléculas de ADN
lineal de doble cadena migran a través de una matriz de gel, a una velocidad

inversamente proporcional al log;o del nimero de pares de bases nucleotidicas, que



componen a dicha molécula. Se disefid un procedimiento dirigido a diferenciar los
alelos en funcion del tamafio, para ello se midi¢ la distancia en cm recorrida, desde el
bolsillo hasta la banda correspondiente a cada uno de los alelos. Este procedimiento
se realiz6 al menos con tres geles diferentes y se efectud otra electroforesis para las

muestras de individuos sanos.

Deteccion de mutaciones en la secuencia que contiene los exones 7-9 del
gen TP53:

Para este andlisis se incluyeron cuatro casos indice con diagnostico de
NF1, los cuales fueron seleccionados por sus manifestaciones tumorales
(nimero y/o tamafio) y/o malignidad de lesiones; también se incluyeron tres
familiares afectados de los mismos. La amplificacion de esta secuencia
mediante PCR, se realiz6 de acuerdo a las condiciones establecidas previamente
en el Laboratorio de Biologia Molecular por Flores-Angulo (75). Las
concentraciones finales del ensayo PCR fueron: MgCl, 2 mM, dNTPs 125 pM,
oligonuclettidos cebadores 0,150 pM, 0,75 U de la enzima ADN Taq
polimerasa (Sigma N° D4545), 20 ng de ADN, tamp6n PCR 1X, todo en un volumen
final de 25 pL.

Las secuencias de los oligonucle6tidos cebadores utilizados son: (sentido)
5°GTG TTATCTCCTAGGTTGGC 3°, (antisentido) 5° AGACTTAGTACCT
GAAGGGT 3’ (73). El producto esperado tiene un tamafio de 780pb. El
programa de amplificacion incluyo: desnaturalizacion inicial a 94°C x 2min,
seguida de 30 ciclos de amplificacion (Desnaturalizacion 94°C x 45seg;
Hibridizacion de cebadores 60°C x 45seg; Extension 72°C x 1seg.). Al final
de los 30 ciclos, se realizd una extension final de 7 min.a 72°C (76,77). Los

productos PCR se evidenciaron mediante electroforesis en gel de poliacrilamida



al 8 por ciento, sometido a 150 Voltios durante 2 horas y luego revelado con sales

de plata.

Analisis del Polimorfismo de Conformacion de Cadena Sencilla (SSCP)

Para este analisis se siguieron las recomendaciones dadas por Hung & Ping
(2008), (78). y se modifico el protocolo de Liechti-Gallati (1999), (79). Se tomaron 7
pL del producto PCR que se obtuvo en la forma descrita en la seccion anterior, y el
mismo volumen de solucion SSCP (formamida 95 por ciento, NaOH 100 mM,
xilencianol 0,25 por ciento y azul de bromofenol 0,25 por ciento) y llevadas a 95°C
durante 8min; luego la mezcla se coloc6 en hielo durante 10min y finalizado este
tiempo, se colocaron en gel de poliacrilamida (38:2 de acrilamida;bisacrilamida) al 10
por ciento con glicerol al 5 por ciento. La electroforesis se llevo a cabo a temperatura
constante de 4 °C a 600 Voltios durante 20 horas y se reveld con sales de plata. El
patrén de migracion de las muestras fue comparado con el de un control sano, que fue
secuenciado previamente con el fin de comprobar que no existen alteraciones en la
secuencia.

Con el fin de purificar los productos PCR de la secuencia que
contiene los exones 7-9 del gen TP53, se realizd una electroforesis en gel de
agarosa al 2 por ciento y a continuacién, las bandas respectivas fueron
extraidas del gel utilizando el estuche Wizard SV Gel and PCR Clean-Up
System de la casa comercial Promega (N° Catalago A9281). Una vez purificados
los productos PCR de los cuatro casos indice, fueron enviados al Centro de
Secuenciacion 'y Anélisis de Acidos Nucleicos (CeSAAN) del Instituto
Venezolano de Investigaciones Cientificas (IVIC) con el fin de determinar
su secuencia; lo cual fue posible, so6lo para dos de las secuencias

pertenecientes a casos indice.



El alineamiento de las secuencias respectivas reportadas por el CeSAAN
(exén 7-9) del gene TP53, fue realizado por el Prof. José A Martinez,
utilizado el programa T-Coffee (80). Luego de efectuarse el alineamiento, en
caso de encontrarse diferencias entre la secuencia del paciente con la de
un control, se investigd en la base de datos de TP53 con el fin de
determinar si la alteraciobn encontrada ya habia sido descrita por otros

autores.

Andlisis estadistico de la data

Los resultados del analisis estadistico realizado, con los datos
recolectados de cada grupo familiar (Analisis Genealdgico, Historia Clinica,
Examen Fisico), se llevd a cabo mediante la utilizacién del paquete estadistico
de computacion SPSS version 12.0 para ambiente Windows (2003). Toda la
informacién se presenta en tablas de asociacion, donde se muestran:
frecuencias absolutas, porcentajes, promedios, desviacion estandar, con las
correspondientes pruebas (paramétricas y no-paramétricas) y niveles de significacion,

cuando procede.

Para ello, dos rasgos cuantitativos: nimero de maculas “café¢ con leche”
(MCL) y namero de neurofibromas cutaneos (NF) fueron analizados por un método
paramétrico (t de student); en tanto que, cuatro binarios: presencia o ausencia de
nodulos de Lisch (N), escoliosis (E), convulsiones (C) y dificultades de aprendizaje
(DA) se analizaron por un método no-paramétrico (Mann-Whitney) (U). El analisis se
realizd en forma pareada, esto es: afectados generacion | vs. afectados generacion 11, |
vs. 1, Tvs IV, 1 vs. 1 1T vs. IV y 1T vs. 1V, de acuerdo al nimero de generaciones

estudiadas en los grupos familiares relevantes.



Ninguna de las variables investigadas se distribuyé acorde a lo normal,
segun la prueba de Kolmogorov Smirnov realizada a cada grupo familiar. Por
tales motivos, cuando fueron comparadas las generaciones no se utilizaron los
valores medios de MCL y NF (aunque sean informados mas como referencias
cuantitativas), sino que se hicieron en base hipoétesis nulas, referidas a si las
distribuciones de los valores pertenecian 0 no al mismo universo de donde

podrian provenir la data que las generaciones aportaban.

En tal sentido, para este andlisis no-paramétrico, se realizaron las
comparaciones de las distribuciones entre las generaciones, efectuandose para

ello la prueba U de Mann-Whitney.

No obstante, cuando se hizo la comparacién de los valores medios
generacionales del numero de MCL y NF, que presentaban los miembros de la
generacion | y sus generaciones posteriores, en caso de existir mas de un
representante generacional, si se utilizaron los promedios; ya que, para el caso de
comparacion de un promedio con un valor testigo, no es requisito absoluto el que se
cumplan los criterios de normalidad. De ahi que, se utilizd la prueba de Z, de
comparacion de un promedio con un valor unico (los correspondientes a la
generacion ).

Para la comparacion de la incidencia - expresada en porcentaje - entre las
distintas generaciones con relacién a la presencia de N, E, C y DA, se utilizd la
prueba Z de diferencia de porcentajes de grupos independientes. El criterio de
significacion en todos los analisis es menor al 5 por ciento de error; esto es, una

probabilidad menor de 0,05 (doble cola).






CAPITULO IV
RESULTADOS

Valoracion Fenotipica y Genealdgica:

Fueron colectadas y reconocidas 33 familias con 70 individuos afectados por
NF1, de los cuales 53 corresponden al sexo femenino y 17 al masculino. El analisis
genealdgico de cada grupo familiar, no identificd focos geograficos preferenciales
como lugar de nacimiento de ancestros (abuelos), en ambas lineas parentales del
afectado; como tampoco, incremento de las edades parentales (materna y/o paterna).

Del total de los 70 casos diagnosticados con la condicion, 19 son casos no-
segregantes, originados por neomutaciones germinales del locus en uno de los
progenitores. Los restantes 51 corresponden a casos familiares (segregantes), como
los ejemplificados en la figura 4, donde se muestran las genealogias de los grupos
familiares R-M (0855), T-R (0912) y P-R (0891), con un nimero variable de casos
afectados por el desorden en cada generacion.

Las principales manifestaciones clinicas de la enfermedad estan presente en
todos los 70 casos diagnosticados con la condicion, pero con una notable variabilidad
que incluye: numero y tamafio de las lesiones para el caso de rasgos cuantitativos:
maculas “café con leche” (MCL) y neurofibromas cutaneos (NF); e intensidad y
frecuencia para rasgos binarios (presencia o no de: nodulos de Lisch, convulsiones,
dificultades de aprendizaje, escoliosis...). De igual modo ocurre, con manifestaciones
complicativas como seria el desarrollo de neurofibromas plexiformes (NFP) y la
aparicion de tumores malignos. Esta manifiesta variabilidad fenotipica es apreciable,

tanto en casos no-segregantes (neomutaciones) como en casos segregantes



(familiares), que se infiere tienen el mismo tipo de mutacion.

Los resultados obtenidos indican que existe una relacion inversa de los rasgos
cuantitativos: MCL y NF; por la cual, las MCI que pueden estar congénitamente
presentes, incrementan su nimero y en ocasiones también su tamafio segln se avanza
de la infancia a la pubertad, para luego declinar paulatinamente en nimero en la
adultez. Por el contrario, los NF suelen estar ausentes en la nifiez, pero aparecen y
aumentan su numero al progresar la adultez.

En la Figura 4 se muestran genealogias de tres grupos familiares con casos

segregantes de NF1.
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Figura 4. Ejemplificaciones de Genealogias Estudiadas con Casos Segregantes de NF1

Para los rasgos binarios, la data de la familia R-M muestra (Tabla 4) a las
dificultades de aprendizaje como la manifestacion asociada méas frecuente, al menos
para este grupo familiar, siguiendo en incidencia la escoliosis. Esta manifestaciones
se concentran en la generacion Il, con disminucién gradual de su incidencia en 1V
(28).



Tabla 4
Prevalencia de Rasgos Fenotipicos por Edad en Afectados Familia R-M

No. de Pacientes por Edad (afios) al Examen

Rasgpo | <10 | 1019 | 2039 [ >40 | Total
MCL
<5 4 2 5 2 13
5-9 - - - 0
10-14 - 3 1 - 4
15-19 - - 1 1 2
20+ 1 1 3 2 7
28
NF cutaneos
0 3 2 4 - 9
1-9 2 2 4 - 8
10-99 - - - 3 3
100-499 - - 4 1 5
500+ - - 4 1 5
NFP - - 1 - 1
Escoliosis 1 - 5 - 6
Convulsiones - - 1 - 1
Dif. 1 2 7 3 13

Aprendizaje.

En cuanto a las manifestaciones tipicas de la enfermedad: neurofibromas
cutaneos (NF), méculas “café con leche” (MCL), nodulos de Lisch y neurofibromas
plexiformes, la diversidad es proverbial en el grupo muestral de 71 afectados y ello
incluye: formas, tamafio, localizaciones y apariencias de las manifestaciones
(Graficos 2 - 7).




Grafico 2. Variedad de maculas “café con leche” en pacientes con NF1

2A : MCL gigante. 2B: MCL de pequefio y mediano tamafio.
2C: MCL pilosas. 2D: MCL inguinales y genitales.



Gréfico 3. Variedad de Neurofibromas Cuténeos en pacientes con NF1

3A : NF escasos y de pequefio tamafio. 3B: NF pediculados y en turbante.
3C: NF abundantes y de gran tamafio. 3D: NF en digitos.



Gréfico 4. Variedad de Neurofibromas Plexiformes en pacientes
con NF1

4A : NFP miembro inferior derecho. 4B: NFP miembro inferior y glateo derecho.
4C: NFP cara posterior brazo derecho.



Gréfico 5A. Ndédulos de Lisch en estroma iridiano (paciente 0925)




Grafico 5B.Nodulos de Lisch en estroma iridiano (paciente 0925-1)

Como expresion del pleiotropismo que caracteriza a la mutacion NF1, suelen ser
relativamente  frecuentes las manifestaciones esqueléticas: baja estatura
proporcionada, acortamiento de miembros, displasias esfenoidales, displasias de
cadera, ademas de la escoliosis (Grafico 6y 7).

Gréfico 6A. Manifestaciones Esqueléticas de Neurofibromatosis tipo 1

6A: Displasia coxofemoral derecha. 6B: Escoliosis lumbar.



Grafico 7. Escoliosis y acortamiento Miembro Inferior Derecho

Entre las 33 familias estudiadas fueron reconocidas dos, con casos afectados
por la “rara” Variedad Espinal de Neurofibromatosis tipo 1 (81). El primer caso
corresponde a la familia H-L y es un individuo de sexo masculino (0958) con 23 afios
de edad. Tres generaciones del grupo familiar fueron estudiadas, siendo hasta ahora el
Unico afectado. Producto de embarazo y parto normal. Al nacer se le aprecid
estrabismo convergente y criptorquidia derecha. En sus 13 afios se le evidencian
neurofibromas cutaneos en cara, tronco y miembros superiores e inferiores. A los 20
afios de edad surgen molestias dolorosas lumbares, asociadas con dificultades para la
marcha y coordinacion motora en miembros superiores. En el afio 2006 laminectomia
descompresiva, mejorando por breve tiempo la locomocion; sin embargo,
actualmente se encuentra en estado parapléjico.

Exhibe maculas “café¢ con leche” generalizadas: menos de 10 entre 0,3 cm y
menos de 3 cm, conjuntamente con neurofibromas cutaneos mas de 15 (Grafico 8A).

Al examen con lampara de hendidura se aprecian en el estroma iridiano derecho tres



nddulos de Lisch y en el izquierdo dos (Gréfico 8B). El estudio con Resonancia
Magnética (RM) contrastada revela extensos neurofibromas de localizacién pre y
paravertebrales, con extension dural a travéz de agujeros intervertebrales provocando

ensanchamiento que se extiende desde T5-L2 bilateralmente (Gréficos 8C, D, Ey F).

El segundo caso es una nifia de 12 afios de edad (0891), la segunda de tres
hermanos (familia P-R) (Figura 4), los restantes fenotipicamente normales; sin
embargo, la madre y la abuela materna presentan manifestaciones clinicas
diagnosticas de NF1: MCL y neurofibromas cutaneos, sin aparente afectacion espinal

(asintomaticas).

En sus tres afios, le aprecian a la propo6situs noédulos paravertebrales en el

segmento dorso-lumbar, dolorosos al tacto y en sus cuatro afios MCL en region
abdominal. Al momento de la evaluacion fenotipica se observa: telecantus, MCL en
un numero mayor de 30, con un diametro variable entre 0,3 cm y méas de 1,5 cm.
Neurofibroma plexiforme 9 x 7 cm en region subescapular derecha (Grafico 9A).
Efélides en huecos axilares. El estudio con lampara de hendidura demostré la
presencia de tres nddulos de Lisch en el iris del ojo derecho y dos en el izquierdo
(Grafico 9B). La RM en incidencias sagitales, axiales y coronales evidencia: discreta
escoliosis lumbar de convexidad izquierda. El canal medular es amplio y de
intensidad de sefial normal. NF paravertebrales en raices dorsales inferiores y
lumbares superiores a su salida de los agujeros intervertebrales (Gréafico 9C y D).
Por otro lado, cuatro de los pacientes en la muestra estudiada: 0885-1, 0900, 0925-1
y 0927 desarrollaron procesos malignos, previo o durante el curso de la investigacion:
tumor MPNST (0885-1), cancer de mama (0900 y 0925-1) y adenocarcinoma del
recto (0927-1).



Graéfico 8. Variedad Espinal de Neurofibromatosis tipo 1. Caso 0958
8 A: NF cutaneos en fosa lumbar derecha con la presencia de MCL.
8 B: nddulos de Lisch en estroma iridiano.
8 C y 8D: NF intraespinales con extension dural a través de agujeros intervertebrales.
8E y 8F: NF pre y paravertebrales con extension dural a través de agujeros de
conjuncién.



Grafico 9. Variedad Espinal de Neurofibromatosis tipo 1. Caso 0891

9A: NF cutaneos paravertebrales, dorsales y escapulares con MCL en gluteos.
9 B: nddulos de Lisch en estroma iridiano.
9 Cy D: NF paravertebrales dorso-lumbares y plexiforme subescapular derecha

Valoracién Estadistica

Los resultados del anlisis estadistico realizado, estan referidos a nueve



familias con casos segregantes en mas de una generacion; ellas fueron: 0885, 0906,
0912, 0882, 0891, 0895, 0897, 0917 y 0925. Sin embargo, solo pudo efectuarse el
analisis comparativo de tipo significativo en tres de ellas: 0885, 0906 y 0912
respectivamente, ya que en las familias restantes solo existe un miembro afectado por
generacion.

La familia 0885 presenta un total de 23 individuos afectados por NF1 en
cuatro generaciones disponibles: 17 de sexo femenino y 6 masculinos. Sus valores
representativos (Promedio + Desviacion Estdndar) del nimero de MCL y NF por

generacion aparecen sefialados en la Tabla 5.

Tabla 5
Valores Representativos (Promedio y Desviacion Estandar) del Namero de
MCL y NF en Pacientes (Familia 0885) por Generacion

Afectados MCL* Significacion NF* Significacion
Generacién X+S Estadistica X*S Estadistica
| 1 15 56
Ilvs| t= 0,900 Il'vs.l t=-34,925
8 20,6 £17,8 g.1=7. P< 0, 398 7540 g.1=7 P=
I <0,00001
Ilvs.l t=-0,498 Il vs.l t=-76,662
12 134+110 g.l=11 P = 0,629 14+24 g.1=11.
11 P<0,00001
IV vs. | IV vs. |
v 2 3,0+0,0 No Aplicable 0,0+0,0 No Aplicable

(*) Las cifras de MCL y NF para la Generacion | son valores de referencia para la
comparacion y no promedios ni desviacion estdndar.
Tabla 6



Comparacion de la distribucién (MCL y NF) entre las generaciones (0885) mediante la
Prueba de Mann-Whitney (U) y comparacion de promedios con un valor Unico de la
generacion | (2).

MCL NF
Ivs. I1 U=37,500 Z=-0,811 P=< Ilvs. I U=12,000 Z=-2,876 P=<0,004
0,417
IVvs. Il U=6,000 Z=-0,524 P = IVvs. Il U=1,000 Z=-1,856 P<0,063
<0,600
IV vs. IIl U=3,000 Z=-1,656 P= IVvs. Il U=7,000 Z=-1,065 P =
<0,098 <0,287

Los valores de P se refieren al estadistico Z.

Los valores de MCL y NF para la generacion | fueron de 15 y 56
respectivamente, que al ser contrastados con los valores medios de la generacién Il,
no se encontro diferencias significativas (P< 0,398) con relacién al nimero de MCL ;
sin embargo, si se encontré diferencia altamente significativa (P< 0,00001) en el

promedio de NF de la generacion 1l con respecto al de referencia (Tabla 5).

En relacion al valor medio de MCL de la generacion 111, comparado con el de
referencia (generacion 1), no da diferencias significativas (P< 0,629). Para el caso de
los NF, la diferencia entre generacion Il y la de referencia, al igual que Il y la de

referencia, es altamente significativa (P< 0,00001) (Tabla 5).

En cuanto a la generacion 1V, los valores medios de MCL y NF son iguales en
los dos pacientes reportados; de ahi que no fuera posible realizar la comparacion
estadistica. Sin embargo, ambas manifestaciones se presentan en un numero, que esta

muy por debajo del que exhibe el paciente que integra la generacion 1. (Graficos 10-



11).

Por otro lado, los valores de las desviaciones estandar de las generaciones 1l y
Il son muy altos ; de ahi que se optd, por utilizar un método de analisis no-
paramétrico para contraste de las distribuciones de dos muestras independientes, en
especifico la prueba de Mann-Whitney (U) (Tabla 6). La misma igualmente fue
utilizada con respecto a la generacion IV, cuyos valores no presentan desviacion
estandar diferente a cero. Todo ello bajo la premisa, de que, si el resultado del test es
no significativo, indicaria que las dos distribuciones provienen de un mismo universo
y por lo tanto no difieren. En caso contrario, de haber un resultado significativo se
asume, con el error (significacion) que se obtenga, que las dos distribuciones
provienen de universos diferentes y por lo tanto, su comportamiento en el fenémeno

investigado no admite que sean iguales; sea para el caso, las MCL o los NF.

De acuerdo a lo anterior, resulté que los valores de MCL de la generacion 11
y los de la generacion IV, no son significativamente diferentes (P< 0,417 y P< 0,600)
a las cifras de la Il; ni los de la IV con relacion a la 111 (P< 0,098) (Tabla 6). Por tanto
se puede asumir que, todos estos valores pertenecen al mismo universo; esto es, no
son estadisticamente hablando, de generaciones distintas, aunque representan

diferentes grupos generacionales.

Al comparar las distribuciones de los valores para los NF, de las tres
generaciones consideradas resultd que, solo hay diferencias significativas en las
distribuciones 111 vs. 1l (P< 0,004); pero convencionalmente no en la IV vs. Il (P<
0,063), si bien estuvo proximo al nivel de significacion establecido; como tampoco
fue significativo en la IV vs. 111 (P<0,287) (Tabla 6).
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segun Generacion (0885)



La familia 0906 fue otra de las analizadas estadisticamente. Incluye tres
individuos afectados por NF1: dos de sexo femenino y uno masculino en dos
generaciones informativas (Tabla 7). La paciente de la generacion | presenta 30 MCL
y 25 NF, valores que comparados con los valores medios de los dos individuos de la
segunda generacion: 3,5 y desviacion estandar de 0,7 para las MCL, establecen una
diferencia significativa (P< 0,012). De igual modo, se encontr6 una diferencia
significativa para el promedio de los NF (P<0,015), que en los pacientes de la
generacion |1 presentan promedio de 3,5, con desviacion estandar de 0,7 (Graficos
12 -13).

Tabla 7
Valores Representativos (Promedio y Desviacion Estandar) para MCL y NF en
Pacientes Familia 0906

Generacion | Afectados | MCL™ X+S | Significacion | NF* X£S | Significacion
Estadistica Estadistica
| 1 30 25
1 2 3,5+£0,7 Hvs. I.t=- 3507 |[Hvs. l.t=-
5,300 4,3007
g.l=1 P<0,012 gl=1 P<0,015

(*) La cifra de MCL y NF para la generacién I, son valores de referencia para la comparacién
y no promedios ni desviacion estandar.
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Graéfico 13. Media con Error y Desviacion Estandar del NUmero de NF segun
Generacion (0906)
Otra de las familias segregantes analizada fue la 0912, en la que se estudiaron

tres generaciones, con un total de siete afectados por NF1: tres de sexo femenino y
cuatro del masculino. En la generacion | el nimero de MCL fue cuatro y de NF dos
(Tabla 8). Para la generacién 11 y 111 los valores medios de MCL y NF fueron 11,7 y
31,5, con desviaciones estandar de 18,8 y 59,0 respectivamente (Grafico 14-15).
Ninguno de estos valores parecen, en terminos promedios, diferir significativamente;
ya que, para las MCL el error de azar fue de 0,471 (P > 0,05) y para los NF de 0,391
(P> 0,05). En la generacion l1ll, siguiendo con el mismo analisis de significacion
estadistica, solo se contrastd el valor medio de las MCL, ya que los dos pacientes
estudiados presentaban tan solo un NF. La comparacion del valor medio de MCL en

la generacion 11, no fue significativo (Tabla 8).

Al utilizar el test de Mann-Whitney, se determind que no hubo diferencias en
cuanto a las distribuciones del nimero de MCL y NF, por cuanto la significacion fue
mayor del 5 por ciento (P< 0,348 y P< 0,273) (Tabla 9).

Tabla 8
Valores Representativos (Promedio + Desviacion Estandar) del NUmero de MCL
y NF en Pacientes Familia 0912

Generacion | Afectados | MCL* X +S | Significacion NF* X £S | Significacion
Estadistica Estadistica
| 1 4 2
I 4 11,7 +18,8 llvs.1.t=0,823 | 31,5+59 | Ilvs. I.t= 1,000
g.=3.P< gl=3.P=
0,471 0,391
i 2 50+14 Hlvs. I t= 1,0+£0,0 No Aplicable




1,000
gl =P < 0,500

(*) Las cifras de MCL y NF para la generacion | son valores de referencia para la
comparacion y no promedios ni desviacion estandar.

Tabla 9

Comparacion de la Distribucién (MCL y NF) entre las Generaciones (0912)
mediante la Prueba de Mann-Whitney (U) y Comparacién de Promedios con un

Valor Unico (2)

MCL

NF

Mvs. 11:U=2000 Z=-0,939 P<0,348

Mvs. 1I: U=2,000 Z2=-1,095 P <0,273
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Graéfico 15. Media con Error y Desviacion Estandar del Namero de MCL segun
Generacion (0912)

En el conjunto de familias estudiadas existe un grupo, en las que solo tienen o
lleg6 a estar disponible para estudio, un individuo afectado por generacién . Ese
grupo esta integrado por las familias: 0882, 0891, 0895, 0897, 0917 y 0925. En tales
casos no es factible practicar analisis comparativos de tipo significativo y solo es
posible, comparar las cifras y ver si aumentan o disminuyen (MCL y NF) entre

generaciones (Tabla 10).



Tabla 10

Numero de MCL y NF en Familias con solo un Miembro Afectado por

Generacion
MCL NF
Familia Gl Gll G Il Gl Gll G Il

0882 10 21 37 14 36 3
0891 17 39 1 8

0895 32 42 18 0

0897 22 42 36 1

0917 10 29 79 6

0925 25 29 5 5

X+S 193%+8,7 33,7+8,6 ----  255%+299 93+1341 ----

Edad (afios)

Edad (afios)

Generacién I 11
0882 76 34
0891 40 8
0895 42 14
0897 30 4
0917 51 24
0925 37 10
X+S 46,0 + 16,2 15,7+ 11,3
MCL NF Edad (afios)




t=+2,865 t=+1,242 t=+3,763

gl=10 gl=10 gl=10

P <0,017 P=0,242 P < 0,004
Significacion

U =5,000 U = 10,500 U =1,000
Estadistica Z=-2,093 Z=-1207 2=-2722

P <0,041 P <0,227 P < 0,006

Apreciamos que, la diferencia entre el promedio del nimero de MCL en
sujetos afectados de la generacion Il con respecto a los de la generacién I, es
significativamente mayor (t = + 2,865. P < 0,017. Z = - 2,093. P < 0,041). Tanto
como que, no existen diferencias significativas en el promedio del niUmero de NF
entre individuos de la generacion | vs. Il. Con respecto a la edad, la diferencia entre la
también resulta
significativamente mayor (t = = 3,763. P< 0,004. Z = -2,722. P = 0,006)

edad promedio de los individuos de la generacion | vs. I,

Respecto a las MCL, en el cien por ciento de las familias su ndmero se
incrementd en el pase de | a Il generacion (Grafico 16-17). En tanto que para NF, en
el 50 por ciento de las familias su nimero se redujo, en otro 33,3 por ciento

aumentaron y en el 16,6 por ciento se mantuvieron en igual nimero (Tabla 10)
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Grafico 17. Numero de NF en Familias con Generaciones de un solo Afectado



Respecto a la incidencia de Escoliosis (E), Convulsiones (C) y Dificultades de
Aprendizaje (DA) en miembros afectados por NF1 en la familia 0885: (E) se
manifesto en el 37,5 por ciento de los individuos de la generacién Il, en 8,5 por ciento
de la generacion 111y en ninguno de la generacion IV (Grafico 18).

En cuanto a convulsiones, la incidencia fue de 25,0 por ciento en la
generacion |1, 8,5 por ciento en la generacion 1l y 0,0 por ciento en la IV.
Finalmente, las DA se expresaron en todos los miembros afectados de la generacion

I1, en 33,35 por ciento de la generacion 111y 0,0 por ciento de la generacién 1V (Tabla
11).

Tabla 11
Incidencia de Escoliosis (E), Convulsiones (C) y Dificultades de Aprendizaje
(DA) en Afectados de la Familia 0885 Expresada Porcentualmente en Base al
NUmero de Individuos de cada Generacion

Familia Generacion E C DA
(\N) (%) (%) (%)
11 (8) 37,5 25,0 100
0885 11 (12) 8,5 8,5 333
IV (2) 0,0 0,0 0,0

Z=1,02 Z=0,37 Z=252

1 vs. 1 P< 0,310 P< 0,710 P< 0,012




Significacion I vs. IV Z=0,17 Z=0,00 Z=217

Estadistica P< 0,863 P< 1,000 P< 0,030
HIvs. IV Z=0,00 Z=0,00 Z=0,12
P =1,000 P< 1,000 P< 0,905

Por ultimo, la incidencia porcentual de nédulos de Lisch fue de 62,5 por
ciento en afectados de la Il generacion (N= 5), 25 por ciento (N = 3) en la Il

generacion y 0,25 por ciento para la IV generacion (familia 0885).

100,0%

GENERACION PRIMERA
PRESENCIA DE: E(SI) C (NO) DA (SI)

37,5%
25,0%
0,0%
GENERACION Il 1] \Y;
—a—E
—f—C
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Gréfico 18. Incidencia de Escoliosis (E), Convulsiones (C) y Dificultades de
Aprendizaje (DA) en Pacientes (Familia 0885) Expresada Porcentualmente en
base al NUmero de Miembros de cada Generacion.




La incidencia de Escoliosis (E), Convulsiones (C) y Dificultades de
Aprendizaje (DA) en afectados por NF1 en las familias 0906 y 0912, aparecen
reflejadas en las Tablas 12 y 13 respectivamente.

Tabla 12
Incidencia de E, C y DA en Afectados de la Familia 0906 Expresada
Porcentualmente en base al NUmero de Miembros de cada Generacién

Generacion (N) E C DA Significacién
Familia (%) (%) (%) Estadistica
0906 I Si Si Si No aplicable
11 (2) 0,0 Si Si IDEM
Tabla 13

Incidencia de E, C y DA en Afectados de la Familia 0912 Expresada
Porcentualmente en base al Nimero de Miembros de cada Generacion

Familia Generacion E (%) C (%) DA (%)
(N)
0912 I No No Si
1 (4) 50,0 0,0 50,0
1 (2) 50,0 50,0 0,0
Significacion Z=0,31 Z=0,31 Z=0,31
Estadistica I vs. 1 P <0,759 P <0,759 P <0,759




No hubo diferencias porcentuales significativas para ninguna de las

manifestaciones binarias presentes en la familia 0912.

En cuanto a la incidencia de escoliosis (E), convulsiones (C) y dificultades de
aprendizaje (DA) en familias con un solo individuo afectado por generacion, su
comportamiento fue variable y aleatorio (Tabla 14). Se presentaron en unas
generaciones y en otras no; en todo caso, en ninguna de las familias hubo sujetos

afectados con convulsiones en las generaciones investigadas.

Tabla 14
Incidencia de E, C y DA en Familias con solo un Miembro Afectado por
Generacion (G)

Escoliosis Convulsiones Dificultades de
(E) © Aprendizaje
(DA)
Familia Gl GIl Gl Gl Gl Gl Gl Gl
Glll
0882 Si  Si No No No No Si No
No
0891 Si  Si No No --- No Si --
0895 No No --- No No --- Si Si -
0897 Si No No No --- No No -




0917 Si  Si --- No No --- Si Si -

0925 No No No No --- No No

Valoracioén Molecular.

Formacion del Banco de ADN

Segun lo establecido en Material y Métodos (vidae supra), muestras de ADN
fueron obtenidas, bajo consentimiento informado (Anexos), de pacientes y familiares
accesibles, con los cuales se confeccion6 un Banco de ADN que se mantiene en
congelacion a temperatura ultrabaja, en el Laboratorio de Biologia Molecular del
CIADANA (Facultad de Ciencias de la Salud. UC. Sede Aragua). ElI Banco de ADN
estd constituido por 114 muestras, las cuales tienen un promedio de Ageo/Azgo NM de
1,87, valor que indica un buen grado de desproteinizacion. ElI promedio de
concentracion fue de 41,0 ng/uL, lo cual sefiala un rendimiento promedio de 8,2 pug
totales. En el Gréafico 19 se presenta el perfil electroforético de nueve de las muestras
pertenecientes al Banco, observandose que todas tienen un tamarfio superior a 21,2 Kb
y todas son bandas netas y sin barrido, lo cual indica que no existen signos de
degradacion. Para todas las muestras restantes se obtuvo un perfil similar al

presentado en este gréafico.
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Graéfico 19. Electroforesis de muestras de ADN humano (NF1) en gel de agarosa
al 1%

Carril 1 : Marcador Fago Lambda digerido con EcoRI + Hindl1}
Carril 2 al 10: Muestras de ADN provenientes de pacientes afectados por NF1

Analisis de los Microsatélites Intragénicos

El estudio se inicié con 29 casos indice, pero el método para diferenciar los
alelos solo permiti6 hacerlo en 23 de los pacientes y en consecuencia, se incluyd en la
muestra el mismo nimero de sujetos sin la enfermedad. En la Tabla 15 se indica el
numero de alelos encontrados para cada sistema, tanto en los casos indice como en
los controles sanos. Se observa que el microsatélite 1'VS38GT53.0 es méas polimorfico

que 1VS27AC28.4. En ambos marcadores se observo, un mayor nimero de alelos en



los sujetos sanos que en los afectados por NF1.

Tabla 15

Distribucion de los alelos de los marcadores microsatélites IVS27AC28.4 e
IVS38GT53.0 en los casos indice y en los controles sanos

IVS27AC28.4 IVS38GT53.0
Sujetos N° de alelos N°de alelos
Casos indice NF1
(n=23) 4 8
Sujetos sin la enfermedad
(n=23) 10 12

En el Grafico 20 se observa un ejemplo de dos de las electroforesis en geles
de poliacrilamida al 8 por ciento, donde se muestra la distribucion de alelos del
microsatélite IVS27AC28.4 en 11 individuos sanos (Grafico 20A) y en 9 casos indice

(Grafico 20B). El tamafio de los alelos se ubica en un rango comprendido entre 200 y

250pb.

En relacion al Grafico 20A, se evidencia mayor nimero de alelos diferentes,

que los mostrados en el Grafico 20B de sujetos afectados por NF1.




Gréfico 20. Electroforesis en gel de poliacrilamida al 8% donde se muestra una
distribucion de alelos del microsatélite IVS27AC28.4 en individuos sanos (A) y
Casos Indice (B).

A) Carril 1: Marcador de tamario, escalera de 50 pb, donde se muestra las bandas
correspondientes a 250 y 200 pb.
Carril 2-12: Muestras provenientes de 11 individuos sanos

B) Carril 1: Marcador de tamafio, escalera de 50 pb, donde se muestran las bandas
correspondientes a 250 y 200 pb.
Carril 2-10: Muestras provenientes de 9 Casos indice

En el Grafico 21 se presenta un ejemplo, de dos de las electroforesis en geles
de poliacrilamida al 8 por ciento, en las que se aprecia la distribucion de alelos del
microsatélite IVS38GT53.0 en 9 individuos sanos (Grafico 21A) y en 10 casos indice



(Gréfico 21B). En ambos grupos los alelos tienen un tamafio cercano a los 200pb y en
los individuos sanos hay un caso, donde el alelo tiene un tamafio mayor de 200 pb
(carril 5). En el Gréfico 21A (individuos sanos) se aprecia un mayor nimero de alelos
diferentes, mientras que en los afectados (Grafico 21B) hay una gran homogeneidad
en el grupo de alelos.

A 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Grafico 21. Electroforesis en gel de poliacrilamida al 8% donde se muestra
una distribucion de alelos del microsaté[ite 1VS38GT53.0 en individuos sanos
(A) y Casos Indice (B).

A) Carril 1: Marcador de tamafio, escalera de 100 pb, donde se muestra la banda de
200 pb
Carril 2-10: Muestras provenientes de 9 individuos sanos

B) Carril 1: Marcador de tamafo, escalera de 100 pb, donde se muestran la banda de
200 pb.
Carril 2-11: Muestras provenientes de 10 Casos indice



Amplificacion de las secuencias que contienen los exones 7-9 del gen TP53

En el Gréafico 22 se presentan los resultados de uno de los ensayos PCR
realizados, con el objeto de amplificar las secuencias que contienen los exones 7-9
del gen TP53. Los productos PCR se caracterizan por presentar un tamafio de 780 pb
y no existen bandas inespecificas. Esto constituye un ejemplo de los productos que
fueron utilizados para el ensayo de Polimorfismo de Conformacién de Cadena
Sencilla (SSCP).

pb

1353

872
780 pb

603 —

310 —

BT — -

234 — w—-—

194 = —

18 =

Graéfico 22. Electroforesis en gel de poliacrilamida al 6 por ciento, donde se



muestra el perfil electroforético de productos amplificados de la secuencia que
contiene a los exones 7-9 del gen TP53.

Carril 1: Marcador de tamafo PhiX 174 digerido Hae I11
Carril 2: Control negativo del ensayo PCR
Carril 3 a 5: Muestras de tres pacientes integrantes del estudio
En el Gréafico 23 se muestran los resultados del ensayo PCR-SSCP, en el que

se aprecia el comportamiento de los productos PCR de cuatro pacientes y tres
familiares afectados en relacion con un control sano. Solo uno de los casos indice

(carril 5. Paciente 0891) se comporta igual que el control sano.

De los cuatro casos indice analizados por PCR-SSCP (Grafico 23), en tres de
ellos se observa un patrén diferente al control sano (carriles 2,7-8), un resultado
similar se encuentra en los familiares de los pacientes (carriles 3,4,6); ello es
indicativo de la presencia de al menos una mutacion en el gen TP53, en el segmento
gendémico comprendido entre los exones 7-9. Para precisar este aspecto, los productos
PCR debieron ser secuenciados con el fin de conocer la localizacion exacta y el tipo

de mutacion presente.

Gréfico 23. Electroforesis en gel de poliacrilamida 8% para evidenciar



el Polimorfismo de Conformacion de Cadena Sencilla (SSCP) en
secuencias de los exones 7-9 de 4 pacientes con NF1:

Carril 1: Control sano
Carril 2,5, 7--8 Casos indice con NF1
Carril 3, 4, 6 Familiares de los pacientes

Secuenciacion de los productos PCR del gen TP53 (exones 7-9)

En la Tabla 16 se muestra el alineamiento de la secuencia que contiene los
exones 7-9 del paciente identificado como 0891 (carril 5. Grafico 23.), con la
secuencia de un control sano y se observa que, no existen diferencias entre ambas.
Mientras que, en el alineamiento del mismo tipo de secuencias en el paciente
identificado como 0912 (carril 7. Grafico 23), se aprecia la insercién de una T en la
region, hacia el extremo 3’ del exdén 9, lo cual provoca una alteracion del marco de
lectura “aguas abajo” del sitio de insercion de la base pirimidica Timina (Tabla 17).
En los otros dos pacientes que muestran un patron de migracion anormal en el
analisis SSCP (0886 y 0929. Carriles 2 y 8. Gréafico 23), no se encontraron
alteraciones, al menos en este segmento gendémico (exones 7-9) y tampoco tienen, por

ahora, manifestaciones clinicas que hagan sospechar procesos de malignizacion.






Tabla 16

Alineamiento de la secuencia del exén 7-9 del paciente 0891 con la de un control sano

891
Control

891
Control

891
Control

891
Control

891
Control

891
Control

891
Control

891
Control

891
Control

891
Control

891
Control

891
Control

891
Control

Exén 7
CACTACATGTGTAACAGTTCCTGCATGGGCGGCATGAACCGGAGGCCCATCCTCACCATC
CACTACATGTGTAACAGTTCCTGCATGGGCGGCATGAACCGGAGGCCCATCCTCACCATC

hhkhkhkhkhkhkrkhkk hhkrhhhhkhhkhhkrhhkhhhkrhkhkhkhhkhkhkrhkhkrhkhkrhkkhkhhkrhkkxkkhkxkkxk%k

ATCACACTGGAAGACTCCAGGTCAGGAGCCACTTGCCACCCTGCACACTGGCCTGCTGTG
ATCACACTGGAAGACTCCAGGTCAGGAGCCACTTGCCACCCTGCACACTGGCCTGCTGTG

kA hkhkhkhk kA hkhkhkhhkhhk A hhkhkhhkrhkhkhkhhkhhkrhkhkhhkrhkhkhkhkhkhkhkrhkkhkhhkrkxhkhkxkkxk*k

CCCCAGCCTCTGCTTGCCTCTGACCCCTGGGCCCACCTCTTACCGATTTCTTCCATACTA
CCCCAGCCTCTGCTTGCCTCTGACCCCTGGGCCCACCTCTTACCGATTTCTTCCATACTA

kA hkhk Ak kA hkhkhkhhkhhk Ak hkrkhhkrhkhkhkhhkhhkrhhkhhhkrhkhkhhkhkhkhkrhkhkhkhhkrkxhkkhkxhkxk*k

CTACCCATCCACCTCTCATCACATCCCCGGCGGGGAATCTCCTTACTGCTCCCACTCAGT
CTACCCATCCACCTCTCATCACATCCCCGGCGGGGAATCTCCTTACTGCTCCCACTCAGT

KA A KA AR AR A AR A AR AR AR A A AR AR AR A AR A AR AR A AR AR A AR AR AR A A AR A A A AR A X kK

TTTCTTTTCTCTGGCTTTGGGACCTCTTAACCTGTGGCTTCTCCTCCACCTACCTGGAGC
TTTCTTTTCTCTGGCTTTGGGACCTCTTAACCTGTGGCTTCTCCTCCACCTACCTGGAGC

KA A KA AR AR A AR A AR AR A AR A A A AR AR A AR A KA AR A AR AR A AR A A AR A A AR A A A AR Ak ok *

TGGAGCTTAGGCTCCAGAAAGGACAAGGGTGGTTGGGAGTAGATGGAGCCTGGTTTTTTA
TGGAGCTTAGGCTCCAGAAAGGACAAGGGTGGTTGGGAGTAGATGGAGCCTGGTTTTTTA

KA A KA AR AR A AR A AR AR A AR AR A AR AR A AR AR A AR A AR A AR AR A A A AR A AR A ARk ARk A Xk k

AATGGGACAGGTAGGACCTGATTTCCTTACTGCCTCTTGCTTCTCTTTTCCTATCCTGAG
AATGGGACAGGTAGGACCTGATTTCCTTACTGCCTCTTGCTTCTCTTTTCCTATCCTGAG
R i I I I I e I I I I e b I e b b I b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b 4
Exén 8
TAGTGGTAATCTACTGGGACGGAACAGCTTTGAGGTGCGTGTTTGTGCCTGTCCTGGGAG
TAGTGGTAATCTACTGGGACGGAACAGCTTTGAGGTGCGTGTTTGTGCCTGTCCTGGGAG

kA hkhkhkhkkhkrhkhkhkhhkhkhkhAhhkhhhkrhkhkhkhhkhhkrhkhhhkrhkhkhhkhkhkhkrhkkhkrkhhkrkxhhkxhkxk*k

AGACCGGCGCACAGAGGAAGAGAATCTCCGCAAGAAAGGGGAGCCTCACCACGAGCTGCC
AGACCGGCGCACAGAGGAAGAGAATCTCCGCAAGAAAGGGGAGCCTCACCACGAGCTGCC

kA hkhkhkhkhkrhkhkhkhhkhkhkhAhhkrhhkrhkhkhkhhkhhkrhkrhhhkrhkhkhhhkhkkhkrhkkhkrkhhkrkrhhkxhkhkxk*k

CCCAGGGAGCACTAAGCGAGGTAAGCAAGCAGGACAAGAAGCGGTGGAGGAGACCAAGGG
CCCAGGGAGCACTAAGCGAGGTAAGCAAGCAGGACAAGAAGCGGTGGAGGAGACCAAGGG

kA hkhkhkhhkrhkhkhkhhkhhkrAhhkhhhkrhkhkhhhkhhkrhhkrhhkrkhkhkhkhkhkhkrhkkhkrkhhkrkrhhkrhkhkxk*k

TGCAGTTATGCCTCAGATTCACTTTTATCACCTTTCCTTGCCTCTTTCCTAGCACTGCCC
TGCAGTTATGCCTCAGATTCACTTTTATCACCTTTCCTTGCCTCTTTCCTAGCACTGCCC
KAk kA Ak hk kA Ak kA Ak kA Ak h kA Ak hkhkhkhhkhk kA hkhkhkhhkhk kA hkhkhkhhhkkkx Kk k%
Exén 9
AACAACACCAGCTCCTCTCCCCAGCCAAAGAAGAAACCACTGGATGGAGAATATTTCACC
AACAACACCAGCTCCTCTCCCCAGCCAAAGAAGAAACCACTGGATGGAGAATATTTCACC

R R i S b I b b Sb b I Ih S 2h I Sb b S SR e S I S S e S b b Sh 2 S db I Sb b I Sh e S b b Sb b Sh b I S 2b S Sb b Sb b b Sh b S 3

CCTTCAG
CCTTCA Kok Kk kK k x



Tabla 17

Alineamiento de la secuencia del exdn 7-9 del paciente 0912 con la de un control sano

912
CONTROL

912
CONTROL

912
CONTROL

912
CONTROL

912
CONTROL

912
CONTROL

912
CONTROL

912
CONTROL

912
CONTROL

912
CONTROL

912
CONTROL

912
CONTROL

912
CONTROL

Exén 7
CACTACATGTGTAACAGTTCCTGCATGGGCGGCATGAACCGGAGGCCCATCCTCACCATC
CACTACATGTGTAACAGTTCCTGCATGGGCGGCATGAACCGGAGGCCCATCCTCACCATC

Ak kA hk kA hkhkhhkhhhAhkh Ak kA hhkhkhhkrhhkhkhhkhkhkrhkhkrhkhkrhkhkhkhhkhkhkrhkkrhkrxkkkxk

ATCACACTGGAAGACTCCAGGTCAGGAGCCACTTGCCACCCTGCACACTGGCCTGCTGTG
ATCACACTGGAAGACTCCAGGTCAGGAGCCACTTGCCACCCTGCACACTGGCCTGCTGTG

kA hkhkhkhkkhkrkhk hhhkhhkhhhhkhkhkrhhkhhhkrhkhkhhhkhhkrhhkrhkhkrhkhkhkhhkrhkhkrkxhkxkhkkxk

CCCCAGCCTCTGCTTGCCTCTGACCCCTGGGCCCACCTCTTACCGATTTCTGCCATACTA
CCCCAGCCTCTGCTTGCCTCTGACCCCTGGGCCCACCTCTTACCGATTTCTTCCATACTA

kA hkhkhkhk kA hkhkhkhhkhhkrAhkhkrkhhkrhkhkhkhhkhhkrhkhkhhkhkrhkhhkhkhkhkhkrhkkhkrkhhkrxk *khkxkkxk*k

CTACCCATCCACCTCTCATCACATCCCCGGCGGGGAATCTCCTTACTGCTCCCACTCAGT
CTACCCATCCACCTCTCATCACATCCCCGGCGGGGAATCTCCTTACTGCTCCCACTCAGT

KA A KA AR AR A AR A AR AR AR A A AR AR AR A AR A AR AR A AR AR A AR AR AR A A AR A A A AR A X kK

TTTCTTTTCTCTGGCTTTGGGACCTCTTAACCTGTGGCTTCTCCTCCACCTACCTGGAGC
TTTCTTTTCTCTGGCTTTGGGACCTCTTAACCTGTGGCTTCTCCTCCACCTACCTGGAGC

KA A KA AR AR A AR A AR AR A AR A A A AR AR A AR A KA AR A AR AR A AR A A AR A A AR A A A AR Ak ok *

TGGAGCTTAGGCTCCAGAAAGGACAAGGGTGGTTGGGAGTAGATGGAGCCTGGTTTTTTA
TGGAGCTTAGGCTCCAGAAAGGACAAGGGTGGTTGGGAGTAGATGGAGCCTGGTTTTTTA

KA A KA AR AR A AR A AR AR A AR AR A AR AR A AR AR A AR A AR A AR AR A A A AR A AR A ARk ARk A Xk k

AATGGGACAGGTAGGACCTGATTTCCTTACTGCCTCTTGCTTCTCTTTTCCTATCCTGAG
AATGGGACAGGTAGGACCTGATTTCCTTACTGCCTCTTGCTTCTCTTTTCCTATCCTGAG
R i I I I I e I I I I e b I e b b I b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b 4
Exén 8
TAGTGGTAATCTACTGGGACGGAACAGCTTTGAGGTGCGTGTTTGTGCCTGTCCTGGGAG
TAGTGGTAATCTACTGGGACGGAACAGCTTTGAGGTGCGTGTTTGTGCCTGTCCTGGGAG

kA hkhkhkhkkhkrhkhkhkhhkhkhkhAhhkhhhkrhkhkhkhhkhhkrhkhhhkrhkhkhhkhkhkhkrhkkhkrkhhkrkxhhkxhkxk*k

AGACCGGCGCACAGAGGAAGAGAATCTCCGCAAGAAAGGGGAGCCTCACCACGAGCTGCC
AGACCGGCGCACAGAGGAAGAGAATCTCCGCAAGAAAGGGGAGCCTCACCACGAGCTGCC

kA hkhkhkhkhkrhkhkhkhhkhkhkhAhhkrhhkrhkhkhkhhkhhkrhkrhhhkrhkhkhhhkhkkhkrhkkhkrkhhkrkrhhkxhkhkxk*k

CCCAGGGAGCACTAAGCGAGGTAAGCAAGCAGGACAAGAAGCGGTGGAGGAGACCAAGGG
CCCAGGGAGCACTAAGCGAGGTAAGCAAGCAGGACAAGAAGCGGTGGAGGAGACCAAGGG

kA hkhkhkhkhkrhkhkhkhhkhkhkhAhhkrkhhkrhkhkhhhkhkhkrhhkrhhkrhkhkhkhkhkhkhkrhkkhkrkhhkrkrhhkrhkxk*k

TGCAGTTATGCCTCAGATTCACTTTTATCACCTTTCCTTGCCTCTTTCCTAGCACTGCCC
TGCAGTTATGCCTCAGATTCACTTTTATCACCTTTCCTTGCCTCTTTCCTAGCACTGCCC
KAk hhk kA Ak hk kA Ak hkhk Ak hk kA hhkhkhk Ak hkhkhk kA drhkhkhkhkhkhkhkhkhkrhkhkhkrhhhkkhkhkrhhkhkkxxx k%
Exén 9 a
AACAACACCAGCTCCTCTCCCCAGCCAAAGAAGAAACCACTGGATGGAGAATATTTTCAC
AACAACACCAGCTCCTCTCCCCAGCCAAAGAAGAAACCACTGGATGGAGAATATT-TCAC

KAk KA A A A A KRNI AR A AT AR A A A AR A AR AR A AR A A A A A hA A A A Ak Ak h Ak hk kA kA khhkkk *xk%

CCTTCAG
CCTTCAG



* Kk k ok ok kK

En la Tabla 18 se comparan las secuencias del exon 9 y parte del exon 10 en

el paciente 0912 y el control sano.

Tabla 18
Comparacion de las secuencias del exon 9y parte del exén 10 en el paciente 0912
y una secuencia control

SECUENCIA CONTROL

901
301

946
316

991
331

Exbén 9

cca ggg agc act aag cgalgca ctg
P G S T K R A L

ccc cag cca aag aag aaa cca ctg
P 0 P K K K P L
Ex6n 10

caglatc cgt ggg cgt gag cgc ttc
Q I R G R E R F

SECUENCIA DEL PACIENTE 0912

901
301

946
316

991
331

Exén 9

cca ggg agc act aag cgalgca ctg
P G S T K R A L

ccc cag cca aag aag aaa cca ctg
P 0 P K K K P L
Ex6én 10

ccc aac aac acc agc tcc tct94ds
P N N T S S S 315

gat gga gaa tat ttc acc ctt990
D G E Y F T L 330

gag atg ttc cga gag ctg aatl035
E M F R E L N 345

ccc aac aac acc agc tcc tct94b
P N N T S S S 315

gat gga gaa tat ttt cac cct990
D G E Y i) H P 330

tcalgat ccg tgg gcg tga gcg ctt cga gat gtt ccg aga gct gaal035

S D P W A * A L

R D \Y% P R A E 345

La numeracion comprendida entre 901 y 1035 se refiere a los nucledétidos,

mientras que la numeracion entre 301 y 345 hace referencia a los aminoacidos




codificados por cada codon. Las flechas indican el inicio de los exones 9 y 10. El
exon 9 esta escrito en color verde.

En la tabla 18 apreciamos que la incorporacion de la base nitrogenada Timina
(T) en el extremo 3’ del exdn 9, altera el marco de lectura a partir de este sitio y se
crea un coddn de parada (tga) en la posicion 336, lo cual trae como consecuencia la
produccién de una proteina truncada. La muestra en consideracion corresponde a un
paciente de sexo femenino de 24 afios de edad (0912), con esfélides en cuello, axilas
y regiones inguinales; ademas de miopia y astigmatismo. Exhibe 40 MCL vy
abundantes neurofibromas cutaneos, més de 98, incluyendo un neurofibroma
plexiforme en pliegue axilar izquierdo. Hasta el momento del estudio, el paciente no

presentaba evidencias clinicas de malignizacion.

Discusion

La variable expresividad fenotipica que apreciamos en pacientes afectados por
NF1 en nuestra serie de casos, podria en parte atribuirse a la naturaleza o tipo distinto
de las mutaciones que implican al locus NF1 (82). Sin embargo, como se ha
mencionado (vidae supra), esa variabilidad es observada, tanto en casos
interfamiliares como en casos intrafamiliares (segregantes), que se infiere tienen el

mismo tipo de mutacion.

Otra fuente de variabilidad, aparte de las epigenéticas, pudiera ser la eventual
influencia de “genes modificadores”, entendiendo como tal, cualquier gene no ligado
al locus NF1, cuyo genotipo se correlaciona con el fenotipo NF1. De ahi que, es
posible avanzar en el conocimiento de las fuentes que llegarian a contribuir
significativamente, a la variacion fenotipica entre diferentes individuos de una misma

familia afectada por NF1.



De este modo, si la variacion en la expresion obedece solo primariamente, a
diferencias en el tipo de mutaciones del locus NF1, el fenotipo para diferentes
individuos afectados dentro de una misma familia, debiera estar estrechamente
correlacionado. En tal caso, la correlacion deberia ser la misma, tanto entre familiares
cercanos afectados y aquellos mas distantes igualmente afectados. En contraste, si la
variacion esta primariamente determinada por alelos de genes ligados o no a NF1, la
correlacion variard con lo cercano o distante que sea el grado de relacion
(parentesco), siendo esta mayor entre familiares cercanos y mucho menor o no

existente, entre familiares lejanos del mismo grupo.

Al respecto, por ejemplo, Easton y col. 1993 (29) mostraron, para rasgos
cuantitativos de NF1 (MCL", NF"y circunferencia cefalica ) en seis pares de
gemelos monocigéticos, una altisima concordancia ('P< .05) y (" P< .01), que se hace
no-significativa en familiares distantes. Igualmente, dicho estudio reporta, para rasgos
binarios de NF1 (NFP, Gliomas Opticos, E, C y DA), también una alta concordancia
que disminuye en familiares méas distantes. Estos datos son sugestivos de un fuerte
componente genético, en el cual sin embargo, hay solo un componente menor por el
locus NF1.

Lo planteado es sobre todo demostrativo en nuestro estudio, para el caso de
familias segregantes con afectados en mas de una generacion, la comparacién pareada
de afectado(s) en una generacion vs. afectado(s) de la(s) otra(s) donde se revela, en el
caso de la familia R-M (0885), la mas llamativa, por el nimero de afectados y por el
namero de generaciones (IV en total) que se alcanz6 estudiar, que no existen
diferencias significativas (P< 0,398) en las MCL con los valores medios, del
afectado(a) en la | generacion vs. los de la 11 generacion. Pero si hubo diferencias,

altamente significativas (P< 0,00001), del promedio de NF en Il vs. I. Tampoco hubo



diferencias significativas para las MCL (P< 0,629) entre Il vs. | generacién. Sin
embargo, si la hubo (P<0,00001) en los NF, entre Ill vs. I. En cuanto a la IV
generacion, los dos afectados exhiben los mismos valores de MCL y NF (3,0 y 0,0),
por ello al no tener desviacion estandar, no es posible la comparacion estadistica. En
todo caso, esos valores de MCL y NF estdn muy por debajo de los presentados por la
paciente de la generacion | (15 y 16 respectivamente) (Tabla 5).

Este comportamiento sefiala, al menos para los NF, que su expresividad
presencial y numérica es edad- dependiente y por ello tienden a no
evidenciarse, o si lo hacen es en menor numero, en familiares biolégicamente
méas distantes y por tanto mucho mas jovenes que el o los casos de la |

generacion.

Respecto a las manifestaciones binarias de NF1, los nodulos de Lisch (N),
sequidos por las dificultades de aprendizaje (DA) suelen ser las mas frecuentes,

independiente de la edad del paciente y del grado de relacion biolégica.

El presente estudio, confirma y documenta el hecho de que los nddulos de
Lisch, los neurofibromas cutaneos y las maculas “café con leche”, si forman parte de
las manifestaciones clinicas acompafiantes de la Variedad Espinal de NF1, al
reconocer dos casos: vardn (0958) y una nifia (0891) afectados por la condicion (81).
Si bien en el pasado, algunas publicaciones la han considerado como una entidad
distinta a la NF1 (Von Diemeling A, et al. 1995). De hecho, otros trabajos han
estimado que, los tumores espinales serian mas comunes en NF2 (24). Sin embargo,
se ha sugerido también que, los tumores espinales asociados a NF1, serian mas
frecuentes de lo que inicialmente se estimo, ya que en el estudio de Poyhonen y col.
1997 que incluye casos de NF1 explorados con Resonancia Magnética (RM),

encontraron que un 36 por ciento de los mismos presentaban tales manifestaciones;



aun cuando, en solo 7 por ciento de los pacientes los tumores estuvieron asociados
con sintomas clinicos. La infrecuente deteccion de neurofibromas espinales en NF1
puede en parte ser explicada, por la ausencia de estudios con RM en estos pacientes
(Messiaen L, et al. 2003). A su vez, la falta de deteccion de los nddulos de Lisch
igualmente pudiera ser debida, a la ausencia de estudios gonioscopicos en sujetos con
la variedad espinal de NF1 (NFE) (81). También resulta claro que el nimero de MCL
y NF en nuestra serie de casos, en general, estd por debajo del nimero de estas
lesiones corrientemente detectado en nuestra serie de casos de NF1.

Polimorfismo en los microsatélites IVS27AC28.4 e IVS38GT53.0

El estudio del polimorfismo en los microsatélites I1VS27AC28.4 e
IVS38GT53.0 se ha llevado a cabo en varias poblaciones, habiéndose reportado la
existencia de 8 alelos del marcador IVS27AC28.4 (40 kb) y 10 alelos en
IVS38GT&53.0 (65 kb) (43, 66, 83, 84, 72, 64). Sin embargo, en el presente estudio
se muestra una diferencia notable entre ambos marcadores, en los datos obtenidos en
los individuos sanos y los afectados, siendo esta data también diferente a la reportada
en la literatura. De ahi que, es importante destacar los hechos siguientes:
1. El microsatélite IVS38GT53.0 es el mas polimérfico, presentandose con 8
alelos en los enfermos con NF1 y 12 en los sanos. Esta situacion se asemeja a lo
encontrado en una muestra de poblacion franco-canadiense de Quebéc (64), en cuanto
a los individuos enfermos, en los que se reportan solo 9 alelos, siendo el alelo de
mayor tamafio el alelo 1 con 189 pb; mientras que en el presente estudio, se detecto
un alelo mayor de 200 pb (Grafico 21 A. Carril 5), el cual no esté reportado en la
literatura y cuyo tamafio exacto serd determinado una vez que se logre secuenciar el
ADN.

2. El microsatélite 1VS27AC28.4 muestra menor polimorfismo, en los enfermos se

observan solo 4 alelos, lo cual es un nimero menor al reportado en otras poblaciones



de caucasicos: para espafioles (83, 84, 72); para italianos (85); estudios en los cuales,
este marcador se presenta con un numero de 7, 7 y 6 alelos en las poblaciones
sefialadas. Por el contrario, en los individuos sanos se observan 10 alelos; en tanto
que, para la poblacién de la Provincia de Quebéc se reportaron 8 alelos (64). Para este
estudio la comparacién con las otras poblaciones mencionadas (vidae supra)
(espafioles e italianos) no es posible, ya que los autores no publicaron las frecuencias

correspondientes a los sujetos sanos.

3.- El mayor numero de alelos detectados para ambos microsatélites en los individuos
sanos puede explicarse, por el proceso de mestizaje que ancestralmente ha operado en
la poblacion venezolana, resultante del flujo génico (“gene flow”) entre los distintos

grupos étnicos.

Por otra parte, si bien en este trabajo no se identificaron los alelos por el
tamafio, ya que para ello todavia se requiere secuenciar todas las formas alélicas
detectadas en los productos PCR; no obstante, tanto en la muestra de individuos sanos
como en la de enfermos, se observa un contraste muy evidente entre los patrones de
migracion electroforética de ambos grupos muestrales: para IVS27AC28.4 (Gréaficos
20A y 20B) e IVS38GT53.0 (Gréficos 21 Ay 21B).

Estos primeros resultados conducen a plantear, una hip6tesis sobre la
existencia de una asociacion preferencial de ciertos alelos con NF1, que de resultar
cierta, pudiera llegar a tener implicaciones en la variabilidad de la expresién
fenotipica que tiene la condicion. Asi mismo, esta asociacion alélica preferencial seria
de gran utilidad para realizar estudios de segregacion, que permitirian alcanzar
diagnosticos prenatales de la enfermedad, incluyendo diagndsticos genéticos de

preimplantacion (“Preimplantation genetic diagnosis”) en blastomeras obtenidas de



embriones de 3 dias (86, 87, 98). De igual modo, haria posible la realizacién de
diagnosticos en nifios “presintomaticos”, en situacion de riesgo por tener antecedentes
familiares de NF1. El trabajo de Oguzkan y col. 2003 (43) es un ejemplo, en el que
este tipo de estudios ha sido utilizado con éxito para estos propdésitos. Por otra parte,
no se estudid la segregacion de estos marcadores en las familias con varias

generaciones de afectados por razones econémicas.

De otro lado, la asociacion entre elementos microsatélites y polimorfismos de
longitud, causados por las expansiones o contraccién de repeticiones en tandem,
pueden ser causa de alteraciones recombinantes (apareamientos defectuosos,
recombinaciones desiguales o una combinacion de ambas), que han sido bien
documentadas por diversos investigadores (88, 89, 90,91), para diversas condiciones
neuroldgicas de origen genético-hereditario, entre las cuales cabe mencionar:
Enfermedad de Machado-Joseph (repeticiones CAG), Enfermedad de Huntington
(repeticiones CAG) y algunas formas del Sindrome de Martin Bell (X fragil)
(repeticiones CGG). En tales entidades, las repeticiones ocurren en las secuencias
codificantes del gene (92, 93). Para otras condiciones de igual naturaleza, tales como:
Ataxia de Fredreich (repeticiones GAA), Distrofia Miotdnica (repeticiones CAG) y
otras formas del Sindrome del X fragil, la expansion de las repeticiones se ubica en

los intrones y en 3’ y 5’ (UTR) respectivamente (94, 95, 96).

De ahi que, si bien preliminarmente para el presente trabajo, ain no se han
secuenciado los productos PCR para determinar el tamafio de los alelos de los
microsatélites IVS27AC28.4 e 1VS38GT53.0, el evidente contraste observado en los
patrones de migracion entre individuos sanos y enfermos para estos dos
microsatélites intragénicos sugiere que, el polimorfismo de secuencias repetitivas de

dinucléotidos: AC y GT respectivamente, en regiones no codificantes del gen NF1



(intron 27b e intron 38), pudieran tener implicaciones en la expresividad fenotipica de
la neurofibromatosis Tipo 1 (97), al determinar desequilibrio de ligamiento en

segmentos codificantes del gen. (72).

Deteccion de Secuencias de ADN mutadas en el gen TP53 y Anélisis PCR-
SSCP

En los exones 7-9 del gen TP53 se han identificado el mayor nimero de
mutaciones (98), por esta razdn estos exones fueron los seleccionados para la
busqueda de mutaciones, en pacientes con sospecha de malignizacion de
neurofibromas. En tal sentido, se opt6 por el analisis mediante SSCP para efectuar el
tamizaje de las posibles mutaciones; ya que, este método tiene ventajas sobre los
analisis con RFLP pués se pueden detectar polimorfismos de ADN y mutaciones de
punto en una variedad de posiciones de fragmentos de ADN (99). De igual modo, los
analisis por SSCP tienen mayor sensibilidad que los procedimientos
inmunohistoquimicos utilizados para la deteccion de mutaciones. No obstante, siendo
considerado un procedimiento relativamente simple, el analisis por SSCP resulta
ineficiente en el estudio de fragmentos con una longitud mayor a 400 bp; como
tampoco revela la posicion en la que ha ocurrido el cambio en el segmento gendmico

estudiado, requiriéndose para ello estudios de secuenciacién de ADN.

De los cuatro pacientes analizados (Gréafico 23), en tres de ellos se observa un
patron diferente al control sano (carriles 2, 7-8). Un resultado similar se aprecia en los
familiares de los pacientes (carriles 3, 4, 6), lo cual indica la presencia de al menos
una mutacioén. En relacion a la muestra del paciente presentado en el carril 5, esta se
comporta igual que el control sano; ello es indicativo de que, no hay cambios
mutacionales en este segmento del gen TP53, al menos en los exones 7-9. Es de

sefialar que, la muestra en cuestion, corresponde a una nifia (0891) de la familia P-R



(Figura 4), con la Variedad Espinal de Neurofibromatosis tipo 1 (Gréfico 9),
caracterizada por el bajo nimero de neurofibromas dérmicos y la presencia llamativa

de los mismos en raices espinales, como localizacion preferente (81).

Mutaciones tumor-especificas en p53 fueron primeramente identificadas en
1989 y en su mayoria son mutaciones de punto en el gen TP53 (100, 101, 102, 103).
Estas mutaciones son excepcionalmente diversas en su naturaleza y posicion. El
mecanismo generalmente aceptado detras de la supresion trans-dominante de p53, es
la inactivacién de p53 normal por causa de su heteromerizacion con p53 mutada. La
p53 forma un tetrdmero para realizar su funcion de supresor tumoral y esta
oligomerizacion es mediada por la region que controla este proceso (residuos 319-
360) (104, 105, 106, 107, 108, 109, 110). Pareciera que, la p53 mutada tiene la
habilidad de conducir a la p53 funcional, transforméandola a mutante o probablemente
a una conformacion inactiva. Esto es, tales mutaciones no solo resultan en la
abolicién de la actividad de la p53 normal, sino que la expresion de la p53 mutada
tiende a ganar funciones oncogeénicas, tal como seria la de interferir con la apoptosis
p53-independiente (111, 112, 113, 114, 115, 116, 117, 118, 119, 120). Ademas, la
heteromerizacion de p53 disminuye su habilidad de ligarse o combinarse con
especificas secuencias diana o blanco de ADN y de transactivarse aguas abajo con
ciertos genes (121-123).

Para dilucidar el tipo de mutacion presente en tres de los pacientes, los
productos PCR fueron enviados al Centro de Secuenciacion y Analisis de Acidos
Nucléicos del IVIC (CeSAAN). Como resultado, en la muestra correspondiente a la
paciente identificada con el codigo 0912 (familia T-R) (Figura 4), el alineamiento de
las secuencias del exdn 9 evidencia la insercion de una base pirimidica, Timina (T),

en el extremo 3’ del exén 9 que altera el marco de lectura a partir de este sitio y se



crea un codon de parada (tga) que conduce a la produccion de una proteina truncada y

por ello inactiva (Tablal8).

También, es esta insercion de un nucledtido la que determina cambios
conformacionales en TP53, evidenciables en los cambios de movilidad observados al
realizar el analisis PCR-SSCP (Grafico 23).

Inserciones de nucleétidos son muy comunes en porciones no-codificantes del
genoma, pero mas raras en segmentos codificantes (41), donde ellas producen las
consecuencias sefialadas: una secuencia de aminoacidos completamente diferente a
partir del sitio de la insercidn, en la cadena peptidica de la correspondiente proteina,
en este caso p53; y ademas truncada, en un punto no muy distante del lugar en donde
se realiz6 la insercion, por la creacién de un codon terminal (tga) en el aminoécido
336.

El marco abierto de lectura de la TP53 humana (“open reading frame”)
codifica para 393 aminodcidos, que se sitian en tres principales dominios
estructurales: un dominio amino-terminal que contiene una fuerte sefial de activacion
de la transcripcion, un dominio que es el centro de ligamiento con ADN (DNA-
binding core domain) y un dominio carboxi-terminal, que media en la
oligomerizacién (108, 124, 125). La mayoria de las mutaciones de p53 se concentran
en el dominio central (residuos 96-292) y cerca de un 20 por ciento de todas las
mutaciones, estarian agrupadas en cinco “puntos calientes” del dominio central:

residuos 175, 245, 248, 249y 273 (102, 112, 113, 114, 125, 126).

En el caso detectado en esta investigacion, la alteracion de la estructura

primaria de la proteina p53, ocurre en el extremo carboxi-terminal, en un segmento



de la molécula (aa: 319-360) responsable de la oligomerizacién de p53 en tetrameros,
que es la forma bajo la cual la proteina funciona en la célula (106, 107). En
consecuencia, la mutacién evidenciada en la paciente, tiene inactivados los
mecanismos de control TP53-dependientes o algunos de ellos, por estar afectados su
estabilidad termodindmica y su estatus de oligomerizacion. Al respecto, precisos
analisis termodinamicos experimentales han evidenciado que, la p53 humana es solo
marginalmente estable a la temperatura corporal; de modo que, mutaciones que
ayudan a comprometer ain mas su estabilidad reduciéndola, tienden in-vivo a crear
problemas de plegamiento de la molécula afectando su funcionalismo parcial o
totalmente (124, 125).

Estudios de la contribucion que hace, casi que cada aminoacido, para la
estabilidad termodinadmica del dominio de tetramerizacion (oligomerizacion) en 25
tipos de mutaciones, han revelado que cadenas truncadas de Leu 344 o Leu 348, lleva
a la formacion de dimeros de moderada estabilidad en lugar de tetrameros. A su vez,
cadenas truncas de Arg 333, o de Asn 345, o de Glu 349, o de Ala 347 o de Thr 329
fueron mas desestabilizadoras. En tanto que, substituciones fuertemente
desestabilizantes incluyen: Met 340, Phe 328, Arg 337 y Phe 338. Cadenas truncas de
cualquiera de estos tres ultimos residuos, previenen el plegamiento o solo lo permiten
si estan presentes altas concentraciones proteicas o bajas temperaturas (125).

Las manifestaciones fenotipicas del paciente 0912 portadora de la mutacion en
TP53 ya han sido delineadas “vidae infra” Solo resta agregar que, durante el estudio
guedo embarazada, procreando un var6n quien presentd6 MCL al momento del
nacimiento, vy el cual ain no ha sido visto en nuestro laboratorio. Los restantes
pacientes con alteraciones al analisis PCR-SSCP corresponden a: 0886, una joven de
16 afios con MCL congénitas y NF desde los 11 afios de edad. Exhibe nodulos de

Lisch y no tiene indicios de malignizacién hasta el momento del estudio. El otro caso



indice es la paciente 0929 de 33 afios de edad, con manifestaciones de NF1 desde los
dos afios de edad. NF: mas de 400 y MCL: més de 29. Nodulos de Lisch +, sin signos

de malignizacion hasta el presente.

El estudio desarrollado en esta Tesis ha permitido manejar directamente y de
primera mano, todas las etapas y elementos del proceso investigativo, desde el
estudio clinico-genético que dio acceso a la Historia Familiar de cada paciente,
pasando por su evaluacién fenotipica que esta documentada fotograficamente, hasta
la realizacion de los estudios moleculares correspondientes. De ahi que, no dejan de
ser relevantes los siguientes hechos:

1.- Solo el 27 % de los casos estudiados en la Tesis corresponden a neomutaciones,
en contraposicion al £ 50% que suele reportarse en la literatura internacional y que
repetimos, corresponden a investigaciones en las que corrientemente se utilizan
archivos documentales y genotecas. En el origen de estas neomutaciones no se
aprecid influencia, ni de la edad materna ni de la paterna, como en ocasiones se ha

indistintamente postulado.

2.- El porcentaje de malignizacion en el universo muestral estudiado fue de 5,6 %, el
cual si esta en correspondencia con lo reportado en publicaciones internacionales, que
lo ubican entre 3 — 15 % (12). Sin embargo, en nuestro estudio existe un grupo de
pacientes a los que se le practicd con fines predictivos analisis PCR-SSCP del gene
TP53 (exones 5-6 y 7-9), el cual esta frecuentemente envuelto en procesos de
malignizacion en pacientes NF1. Estos pacientes muestran, patrones de migracion
electroforética indicativos de cambios conformacionales en dicho gen, causados por
mutaciones. De hecho, en uno de estos pacientes en la que se pudo secuenciar el gen,
se logro evidenciar dicha mutacion. Obviamente, todo este grupo de pacientes

constituye una poblacién a riesgo; aun cuando todavia, no han desarrollado



manifestaciones clinicas indicativas de malignizacion. Esta circunstancia enfatiza, la
utilidad de asociar estos procedimientos de estudio del gen TP53 en pacientes

afectados por NF1.

3.- La distribucion de alelos de los marcadores microsatéelites 1VS27AC28.4 e
IVS38GT53.0 en 23 pacientes con NF1 y en un nimero semejante de sujetos sin la
enfermedad resulta igualmente relevante. El microsatélite 1VS38GT53.0, el mas
polimérfico, se presenta en las electroforesis de los afectados con 8 alelos y con 12 en
los individuos sanos. Ello pudiera reflejar una asociacion preferencial de ciertos
alelos con NF1, que también pudiera influenciar su variable expresividad fenotipica.
De cualquier modo, lo que si queda claro es que, el nimero de alelos observados en
los sujetos sanos y enfermos de nuestro estudio con este marcador, es diferente al de
otras poblaciones caucasoides (franco-canadiense). Por otra parte, la distribucion de
alelos con el microsatélite IVS27AC28.4, el menos polimdrfico, se observan tan solo
4 alelos en sujetos afectados por NF1 y 10 en los individuos sanos. Estos resultados
también pudieran ameritar comentarios semejantes a los ya realizados para el otro
marcador; pero ademas agregar que, el nimero de alelos detectados en los enfermos

resulta menor que el reportado en poblacion de espafioles: 7 y de italianos: 6.

CONCLUSIONES

La investigacion realizada comprobo y verificd, clinica y estadisticamente, la



variabilidad fenotipica de la Neurofibromatosis tipo 1 (NF1).

En el universo muestral de 70 casos diagnosticados con NF1, 19 (27%)
corresponden a neomutaciones y 51 son casos segregantes. Corrientemente, en la
literatura internacional consultada se establece que, los casos de NF1 producto de
neomutaciones del locus representan aproximadamente el 50% de los enfermos. Sin
embargo , es de hacer notar que usualmente tales publicaciones son derivadas, de
equipos de investigadores que trabajan con Bancos de ADN, sin acceso a los
pacientes y a sus grupos familiares, como tampoco a las Historias Médicas.

No se encontrd preferencia en el origen geografico (focalizacidn) de ancestros
de los pacientes; como tampoco, incremento de las edades parentales (paterna ni
materna) en los afectados por neomutaciones, como en el pasado algunas

publicaciones lo han planteado.

Para rasgos cuantitativos, existe una relacion inversa entre la MCL y los NF.
Mientras las MCL pueden estar presentes desde el nacimiento, su ndmero y en
ocasiones su tamafo suelen incrementarse en la medida en que la nifiez progresa y se
alcanza la adultez; para luego, en tanto la adultez avanza, ir reduciendo su nimero, su
tamafo y la intensidad de la pigmentacion. En tanto que, los NF suelen manifestarse
en la juventud tardia o en la adultez temprana, aumentando en nimero y en tamafio

segun esta progresa.

En una misma familia, con afectados en mas de una generacion y por
consiguiente con el mismo tipo de mutacion en NF1, no son comparables ni en
namero ni en tamafio las MCL y los NF que los individuos exhiben. Incluso entre

afectados contemporaneos, pertenecientes a una misma generacion.



Excepto por la familia D-G, en la que tanto el padre (0917) como el Unico hijo
(0917-1) presentan neurofibromas plexiformes, en el padre mucho mas extenso, en el
resto de las familias segregantes no se observo agregacion familiar de este tipo de
manifestaciones; como tampoco para las convulsiones; pero si para las dificultades de

aprendizaje.

Los nddulos de Lisch suelen manifestarse después de las MCL y antes que los
NF; mientras que, de las manifestaciones binarias acompafantes, las dificultades de

aprendizaje y la escoliosis, fueron las mas frecuentemente encontradas.

En general, en casos segregantes y por tanto portadores del mismo tipo de
mutacién para el locus NF1, la correlacién resultante de la comparacion fenotipica
(semejanza) pareada entre afectados de una generacion con la(s) siguiente(s), cambia
(decrece) en la medida que el parentesco se hace mas distante o lejano y por tanto se

es mas joven en el mismo grupo familiar.

En la investigacion realizada, se reconocieron dos casos, uno segregante y el
otro no-segregante, con la “rara” variedad Espinal de NF1, los cuales permitieron
demostrar, a pesar de algunas publicaciones en contrario, que tanto las MCL como los
nddulos de Lisch si son manifestaciones acompafiantes de la NF1 y que, tanto los
estudios de Resonancia Magnética como la gonioscopia deben realizarse por personal
especializado en todo paciente con NF1, sean 0 no sintomaticos en esta area (81,116,
117).

Cuatro de los pacientes con NF1 desarrollaron durante la investigacion o ya se

les habian diagnosticado, procesos malignos, ellos incluyen: una con un “tumor
9 b



maligno de la membrana de nervios periféricos” (MPNST), también llamado
Schwannoma maligno o neurofibrosarcoma, a nivel del plexo braquial derecho.
Dicho tumor esta muy frecuentemente asociado con NF1. Dos pacientes mas
desarrollaron carcinomas mamarios y otra un adenocarcinoma del recto. Todo ello

representa un 5,6 % de malignizacion para el universo muestral estudiado.

Se prepar6 un Banco de ADN con muestras, tanto de pacientes afectados por
NF1 como de familiares no afectados, el cual se mantiene en el Laboratorio de
Biologia Molecular del CIADANA (Facultad de Ciencias de la Salud. UC. Sede
Aragua). El Banco de ADN esté constituido por 114 muestras, con un promedio de
Aol Azgo Nm de 1,87, un promedio de concentracion de 41,0 ng/pL y un rendimiento

promedio de 8,2 pg totales.

El estudio del polimorfismo en los microsatélites intragénicos IVS27AC28.4 e
IVS38GT53.0, evidencio que este ultimo es el mas polimorfico; present6 8 alelos en
los enfermos y 12 en los que no padecen la enfermedad. En sujetos sanos se detecto
un alelo mayor de 200 pb que no ha sido reportado en la literatura y cuyo tamario

exacto, sera determinado una vez que pueda efectuarse la secuenciacion de ADN.

El microsatélite IVS27AC28.4 muestra menor polimorfismo. En los enfermos
se observan solo 4 alelos; lo cual contrasta con lo reportado en otros grupos étnicos,
donde se ha descrito un nimero entre 6 y 7 alelos. A su vez, en los individuos sanos

se observaron 10 alelos.

En los individuos sanos se observo la presencia de un numero mayor de alelos
en ambos microsatéelites en relacion con otras poblaciones; esta situacion puede

explicarse, por el proceso de mestizaje y el consiguiente flujo génico (“gene flow”)



que ha operado entre distintos grupos étnicos de la poblacion venezolana desde su
momento fundacional.

Aln cuando no se han identificado los alelos por el tamafio, por cuanto se
requiere secuenciar todas las formas alélicas detectadas, tanto en afectados como no-
afectados por NF1, se observa un contraste muy evidente en los patrones de
migracion electroforética de ambos grupos de individuos para 1IVS27AC28.4 e
IVS38GT53.0.

Estos resultados sugieren, la existencia de una asociacion preferencial de
alelos con NF1; que de ser cierta, pudiera tener implicaciones en la variabilidad de la
expresion fenotipica que tiene la condicion. De ahi que, el uso de marcadores
microsatélites intragénicos (IVS27AC28.4, IVS27AC33.1 e IVS38GT53.0) seria de
gran utilidad como herramienta de trabajo para el Asesoramiento Genético en casos

de Diagndstico Prenatal (126).

El andlisis de los exones 7-9 del gen TP53 realizado por PCR-SSCP
mostrd que, en tres de los cuatro casos indice seleccionados (0886, 0912,
0929) y en sus respectivos familiares (0886-1, 0886-2, 0912-3), quienes
también manifestaban la enfermedad, estos igualmente presentaban cambios en la
migracién electroforética en relacion a un control sano; lo cual es indicativo de la
presencia de, al menos, una mutacion en el correspondiente segmento genémico. En
uno de los pacientes, el analisis por PCR-SSCP arrojo un perfil semejante al del
control sano; y en este caso se tratd, de la nifia (0891) que presenta la variedad
Espinal de NF1.

Los productos PCR de los tres pacientes identificados como portadores de al

menos una mutacion en TP53, fueron enviados para secuenciacion al CeSAAN



(IVIC). Ello sélo fue posible en dos de las muestras, de las cuales el alineamiento de
secuencias correspondientes a los exones 7-9 del gen TP53 revel6 en una (0912), la
insercion de una base pirimidica, Timina (T), hacia el extremo 3’ del exon 9, que
provoca una alteracion del marco de lectura a partir de este sitio.

La insercion de T y la alteracion consecuencial del marco de lectura, lleva a la
creacion de un coddén de parada (tga) en la posicién 336, lo cual determina la
produccién de una proteina (p53) truncada, en un punto no muy distante del lugar

donde se realiz6 la insercion.

La mutacion de punto ocurre en este caso, en el dominio que media en la
oligomerizacion de p53 en tetrameros (residuos 319 — 360), que es la forma en que la
proteina funciona en las células. Al afectarse la estabilidad termodindmica del
dominio de tetramerizacion como resultado de la mutacién, la p53 mutada pierde sus
funciones de supresor tumoral; ya que, la oligomerizacion parece ser esencial para el

cumplimiento de estas tareas.

El resultado obtenido con la otra muestra que pudo ser secuenciada (0891),
donde el alineamiento de la secuencia del exén 7-9 del gen TP53 no muestra
mutaciones; como tampoco, el analisis por PCR-SSCP evidencia cambios
conformacionales solo nos indica que, en este particular segmento del gen no existen
mutaciones. Pero pudieran haberlas en uno cualquiera de los otros dos dominios,
particularmente en el dominio central (residuos 96-292) donde suele agruparse la

mayoria de las mutaciones del gen.

En el grupo de casos indice estudiados para los marcadores microsatélite:
IVS27AC28.4 e IVS38GT53.0, encontramos un inicio precoz (congénito) de la

enfermedad en un 55,5 por ciento de los pacientes, mediante la aparicion de las



“maculas café con leche” desde el momento del nacimiento. En tanto que, si el
periodo de inicio a considerar se sitla entre los 0 a 3 afos, el porcentaje alcanza el
72,2 por ciento. Sin embargo, habria que preguntarse, ¢hasta donde el genotipo
condicionado por estos marcadores influye en este inicio precoz de la condicion?. La
respuesta a esta interrogante pudiera aclararse mediante el estudio comparativo de
los distintos genotipos, contrastandolos entre el grupo de pacientes con inicio precoz
y el grupo de inicio “tardio”. De modo semejante, tal metodologia pudiera ser
aplicada a otras variables de la enfermedad, tales como: manifestaciones esqueléticas,
estatura, defectos de aprendizaje, desarrollo de convulsiones, desarrollo de

hipertension arterial. ..

Se estima que, por ser las repeticiones cortas en tandem, como los
microsatélites, dispersas en el gen NF1 y también en las secuencias flanqueantes del
mismo, sitios expuestos a errores de apareamiento capaces de originar un numero
fluctuante de copias, que a su vez predisponen a delecciones o inserciones de una o
mas repeticiones, como sitios proclives a desempefiar un papel en el
condicionamiento de la variabilidad que en su expresion fenotipica tiene la

Neurofibromatosis tipo 1.

Si bien el tamafio de los alelos observados mediante el uso de estos
marcadores no fue determinado, los hallazgos de esta Tesis son sugerentes de una
asociacion preferencial entre ciertas formas alélicas y la condicién NF1. Es asi como,
abonando esta posibilidad, en las electroforesis respectivas se observd, un mayor
namero de alelos en los sujetos sanos que en los afectados, siendo el microsatélite
IVS38GT53.0 mas polimorfico que el IVS27AC28.4. De ahi que, si esto resultara
cierto, marcadores ligados al locus NF1 serian de gran utilidad en procedimientos de

diagnostico prenatal y de diagnostico de nifios “presintomaticos” en situacion de



riesgo, por provenir de familias con miembros afectados por la enfermedad (43, 126).

Las alteraciones detectadas en un segmento del gen TP53, son una muestra de
la necesidad de su estudio en estos pacientes, como indicador de predictibilidad para
eventualmente anticipar en los pacientes afectados, el riesgo a desarrollar, en un
momento cualquiera de su evolucidn, manifestaciones complicativas (malignizacidn)
de la enfermedad (127), permitiendo la aplicacién oportuna de estrechas medidas de
seguimiento médico preventivo y/o curativo.

Seria muy interesante, armar haplotipos con los microsatélites estudiados y
ver su segregacion en familias con varias generaciones de afectados, con fines de
constatar si un haplotipo determinado segrega con la enfermedad, de manera que sea
posible suministrar diagnosticos “presintomaticos”. Publicaciones al respecto (43),
han demostrado el valor de los analisis de segregacion de alelos con marcadores
intragénicos para NF1, iguales a los utilizados en nuestro estudio (IVS38GT53.0),
como herramienta para el analisis genético. Las familias estudiadas han sido mas
informativas con el uso de microsatélites intragénicos, que con el uso de
microsatélites RFLP como marcadores extragénicos. Por lo demas, estos analisis
suelen utilizar microsatélites intragénicos que cubren cerca de 50 kb del gen; asi
como también, marcadores extragénicos para ambos extremos flanqueantes del gen, a

fin de chequear la posibilidad de eventos recombinatorios en esos niveles.
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ANEXOS

MODELO DE CONSENTIMIENTO PREVIA INFORMACION (CPI)
(CONSENTIMIENTO INFORMADO)

1.- Titulo de la Investigacion :

"Neurofibromatosis tipo 1. Variabilidad Fenotipica e Introduccién al Analisis de
Polimorfismos de Longitud de ADN en el Gen NF1"

2.- Introduccioén :

La Neurofiboromatosis Periférica (NF1) es una enfermedad genético-hereditaria,
causada por la alteracion de un segmento de material genético (ADN). Esta alteracion,
al estar presente en las células sexuales de la madre (6vulo) o del padre
(espermatozoide), puede pasar a los hijos (hembras o varones) resultando el portador
afectado. Las manifestaciones clinicas principales de la enfermedad son: la presencia
de manchas “café con leche” en la piel y el desarrollo de lesiones tumorales nodulares
(neurofibromas); otras manifestaciones incluyen: desviaciones de la columna vertebral
(escoliosis), degeneracion de las articulaciones (artrosis), convulsiones, dificultades de
aprendizaje, hipertension arterial..y el riesgo de transformacién maligna de las
tumoraciones. Sin embargo, la presencia de estas manifestaciones varia grandemente
de persona a persona, tanto en su nimero como en severidad.

3.- Propésitos de la Investigacion :

El proyecto de investigacion busca, comprender y explicar las causas o
mecanismos por los cuales, las manifestaciones clinicas (fenotipicas) suelen variar en
NF1 de paciente a paciente; asi como, entender y predecir en lo posible, factores de
riesgo a la malignizaciéon que tienen las lesiones tumorales (neurofibromas) en
algunos individuos afectados.

4.- Procedimiento a seguir :

Sobre bases totalmente voluntarias y a peticion del individuo afectado o su
representante legal y de sus familiares cercanos a riesgo referidos por especialistas,
los pacientes seran informados de las caracteristicas y expectativas del proyecto de
investigacion . Una vez obtenido su consentimiento, se cumpliran dos fases de
analisis:

4.1.- Elaboracién de Historia Clinica , con énfasis en antecedentes médicos
relevantes y entre ellos se incluyen los de familiares cercanos. Seguidamente, se
cumplira el examen clinico ( fenotipico ), con miras a establecer y verificar el
diagnéstico firme de la condicién . Este procedimiento se realizara en la Unidad de
Genética Médica y Citogenética del Dpto. de Ciencias Fisiolégicas . Escuela de
Medicina. Universidad de Carabobo. Valencia y sera llevado a cabo, bajo la



confidencialidad del secreto médico, por el investigador responsable del proyecto,
Prof. Jorge Vargas Arenas, médico especialista en Genética Médica.

4.2.- Toma de muestras para estudio del material genético ( ADN ) de células
sanguineas y células tumorales, con fines de analizar variaciones ( polimorfismos ) en
la composicion quimica del segmento de ADN ( gene ) donde se localiza la alteracion
que causa la enfermedad. El procedimiento de analisis molecular se cumplira en el
Laboratorio de Biologia Molecular del CIADANA. F.C.S.. Universidad de Carabobo.
Maracay, con la participacién del personal laboratorial, que coordina la Dra. Nancy
Moreno de Martinez.

5.- Molestias y Riesgos:

Las incomodidades que eventualmente experimentaria la participacion del
paciente en el proyecto, estarian referidas a las tomas muestrales y serian las propias
de la extraccion de sangre venosa ( 3cc ) y las que ocasione la anestesia local, en
casos de remocion de tejido tumoral dérmico ( neurofibromas ), cuando ello esté
indicado, bien por razones médicas (dolor, compresion ..) o a peticién del paciente por
razones cosmeéticas. Este ultimo procedimiento se realizara en ambiente hospitalario
(CHET ) por especialistas en Dermatologia. El riesgo de complicaciones o de lesiones
derivadas es, por tanto, despreciable.

6.-Inclusion / Exclusion :

Todo paciente que reuna los criterios diagnésticos internacionalmente
establecidos y voluntariamente lo consienta, sera incluido en el proyecto de
investigacion. Tanto la incorporacion ( participacién ) como su retiro, son totalmente
voluntarios.

7.- Beneficios Esperados :

El proyecto de investigacion no tiene ni persigue fines de lucro para el
investigador responsable, su costo de ejecucion se hara mediante subvenciones
aprobadas por el Consejo de Desarrollo Cientifico y Humanistico de la U.C y con el
equipamiento de las dependencias universitarias: UGMC y CIADANA.

A su vez, los pacientes podran esperar:

7.1.- Un diagnostico preciso de la enfermedad y la identificacion de otros
familiares a riesgo de ser portadores del gene mutante.

7.2.- El suministro de Asesoramiento Genético que, entre otros aspectos,
dé informaciéon acerca del Riesgo Genético de Recurrencia en la descendencia de
casos afectados.

7.3.- La posibilidad de obtener un diagnéstico predictivo, que senale la
predisposicion a desarrollar o no, lesiones tumorales malignas.

8.- Confidencialidad :



Su preservacion y aseguramiento sera lograda por las siguientes vias:

8.1.- La informacion y datos relativa al paciente y sus familiares sera
clasificada en base a cédigos, que identifican al paciente y sus muestras.

8.2.- El examen del individuo serda cumplido por personal médico
especialista en este tipo de enfermedades, por tanto la informacion pertinente pasa a
ser parte del Secreto Médico. En tanto que, los especimenes muestrales (sangre,
tejido tumoral) seran procesados por personal profesional y técnico ( médicos,
bidlogos,bioanalistas ) que adquieren ese deber.

8.3.- Documentacion fotografica de casos afectados se realizara previo
consentimiento y formara parte de la Historia Clinica. llustraciones fotograficas de
lesiones y / o manifestaciones clinicas relevantes seran identificadas por cddigos.

8.4.- Publicacién y / o presentacion de resultados se hara en lenguaje
cientifico y en ambientes y audiencias académico-profesionales.

9.- Presentacion :

El Consentimiento Informado se presentara al paciente para su conocimiento,
discernimiento y firma, hechas las aclaratorias y explicaciones a las que hubiera lugar,
y en presencia de dos testigos que testimoniaran también con su firma el
procedimiento. Uno de estos sera el investigador responsable, el cual dara a conocer
un numero telefénico para su localizacion. Una copia del documento sera entregada al
paciente o a su representante.

10.- Bases Legales y Normativas :

La estructuracion del Consentimiento Informado y los lineamientos contemplados
en su presente elaboracion, se ajustan a lo establecido en la Ley de Ciencia y
Tecnologia, Ley de Ejercicio de la Medicina y en las Normas Operativas de la Sub-
Comision de Bioética y Bioseguridad del Consejo de Desarrollo Cientifico y
Humanistico de la Universidad de Carabobo (CDCH-UC).

Jorge Vargas Arenas

Investigador Responsable




Instituto Venezolano de Investigaciones Cientificas (IVIC)
Centro de Microbiologia y Biologia Celular (CMBC)

Centro de Secuenciacion y Analisis de Acidos Nucleicos (CeSAAN)
Carretera Panamericana, Km.11 - Altos de Pipe. Estado Miranda
Apartado Postal: 21827 - Caracas 1020A
Venezuela

Teléfono: +58-2 504.1529
Fax: +58-2 504 1382
e-mail: cesaan@pasteur.ivic.ve



Solicitud de servicios
POR FAVOR, VER RECOMENDACIONES EN LA PAGINA SIGUIENTE. GRACIAS.

INSTITUCION SOLICITANTE

Institucion: Departamento:

Nombre del investigador : Teléfono:
Fax: Correo clectronico:
Formato en que desca los resultados: O Correo clectrénico O Diskette 1.44 MB
O Fondo Externo: O Fondo IVIC
Forma de Pago: # Proyccto: # Partida:
Nombre de la Tipo de ADN Método de Tamaiio del Nombre del Temperatura de
Muestra ~ templado Purificacion ADN templado Primer Anncling del primer

(Optimizada para PCR)

NO SE PROCESARAN LAS MUESTRAS CUYAS PLANILLAS DE SOLICITUD DE SERVICIO LLEGUEN
INCOMPLETAS AL CeSAAN.
LA CALIDAD DE LOS RESULTADOS DEPENDERA DE LA PUREZA DE LA MUESTRA Y DE LA EXACTITUD EN
SU CUANTIFICACION.

SOLO PARA USO DEL LABORATORIO (CeSAAN)

Fecha de recepcion: Fecha de reaccion:
Fecha de resultad, Fecha de corrida:

RECOMENDACIONES PARA EL USO DEL SERVICIO
1. Llene todos los datos que se solicitan.
2. Entregar solamente la primera pagina junto con las muestras.

3. Necesitamos que envie el volumen de muestra indicado en la Tabla 1, incluyendo el primer.




Las muestras pueden entregarse hidratadas (SOLAMENTE en agua bidestilada esterilizada. No
utilizar Tris-EDTA.) o deshidratadas. Los materiales biol6gicos hidratados deben llegar al
laboratorio en condiciones de almacenamicento adecuadas ( maximo 4°C).

Anexe una fotografia (o fotocopia) de la electroforesis en gel de agarosa del ADN a secuenciar.
Las muestras no deben purificarse por métodos que utilicen extraceion fendlica.
En Ia planilla de solicitud del servicio cada columna significa :

Nombre de la muestra: el nombre con que el usuario identifica su muestra.

Tipo del ADN templado : si el ADN es un producto de PCR, plasmido, M13, cosmido, cromosoma
artificial de levadura, ADN genomico de bacteria, cct.

Método de Purificacion : método que se utilizo para purificar las muestras, por ejemplo Wizard
(Promega), Concert GIBCO), QIAGEN o Centricon.

Tamaiio del ADN templado : tamaiio del fragmento de PCR o del segmento clonado en vectores.

" Nombre del Primer: nombre del primer que se estd enviando junto con la muestra.

Temperatura __de Anneling del primer (Optimizada _para PCR) : la temperatura del primer que
se estd enviando junto con la muestra. Se recomienda colocar la temperatura de anneling que se
haya utilizado en PCR.




8. Las muestras deben entregarse en las siguientes condiciones:

Terminadores tipo BigDye

Volumen Total a

Cantidad Optima

Cantidad Total de

Templado entregar de primer ADN
(ul) (pmoles) (ng)
Producto de PCR:
100 —200 pb 27 T2 2.50-6.50
200 — 500 pb 27 72 6.50-22.50
500 — 1000 pb 27 72 11.50 - 45.00
1000 —-2000 pb 27 1.2 22.50 -90.00
> 2000 pb 27 7.2 90.00 - 225.00
Terminadores tipo BigDye
T Volumen Total a | Cantidad Optima | Cantidad Total de
emplado :
entregar de primer ADN
(ul) (pmoles) (ng)
Simple Cadena 27 72 112.5-225
Terminadores tipo BigDye
Templado Volumen Total a | Cantidad Optima | Cantidad Total de
entregar de primer ADN
(ul) (pmoles) (ng)
Plasmidos. 27 7.2 450 - 1125
Terminadores tipo BigDye
Templados Volumen Total a | Cantidad Optima | Cantidad Total de

entregar

(ul)

de primer
(pmoles)

ADN
(ng)




Cosmidos, BACs, 55 19 1125-2250
YACs
ADN  Genomico 55 19 4500 - 6750

de Bacterias




