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RESUMEN

Introduccion: La neurofibromatosis tipo 1 es una enfermedad hereditaria, autosdmica
dominante, multisistémica, progresiva con penetrancia completa y expresividad variable. El
analisis de las familias con marcadores moleculares permite realizar el diagnostico por
métodos indirectos.

Objetivos: Estudiar dos familias cubanas con al menos un caso de neurofibromatosis tipo |

e identificar los alelos resultantes del polimorfismo para el diagndstico molecular.
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Metodos: Se realizé6 un estudio descriptivo a dos familias con al menos un caso de
neurofibromatosis tipo 1. Se extrajo el ADN con la técnica de precipitacion salina y fue
utilizada la reaccion en cadena de la polimerasa para la amplificacion del fragmento de
interés. Se realizé la digestion enzimatica con la enzima Rsal para analizar los alelos del
polimorfismo estudiado y posteriormente hacer la electroforesis en gel de agarosa al 2 %.
Resultados: Las manifestaciones clinicas mas frecuentes fueron las manchas color café con
leche, pecas axilares e inguinales y lesiones dseas. Se detectaron los alelos 1y 2 al analizar
el polimorfismo en las muestras. Las frecuencias alélicas fueron 38,5 % y 61,5 %
respectivamente.

Conclusiones: Fueron identificadas las principales manifestaciones clinicas en los
pacientes. La técnica para el analisis del polimorfimo permitié el estudio molecular en las
familias con neurofibromatosis tipo 1. Se detectaron los alelos del marcador molecular y sus
frecuencias. Se realizo el diagnostico molecular de los individuos sospechosos.

Palabras claves: neurofibromatosis tipo I; fenotipo; genotipo.

ABSTRACT

Introduction: Neurofibromatosis type 1 is a hereditary, autosomal dominant,
multisystemic, progressive disease with complete penetrance and variable manifestation.
The analysis of families with molecular markers allows diagnosis by indirect methods.
Objectives: To study two Cuban families with at least one case of neurofibromatosis type I
and to identify the alleles resulting from the polymorphism for molecular diagnosis.
Methods: A descriptive study of two families with at least one case of neurofibromatosis
type 1 was performed. DNA was extracted with the saline precipitation technique and
polymerase chain reaction was used for amplification of the fragment of interest.
Enzymatic digestion was performed with the Rsal enzyme to analyze the alleles of the
polymorphism studied and then to perform electrophoresis in 2% agarose gel.

Results: The most frequent clinical manifestations were café-au-lait spots, axillary and
inguinal freckles and bone lesions. Alleles 1 and 2 were detected when analyzing the
polymorphism in the samples. The allele frequencies were 38.5 % and 61.5 % respectively.
Conclusions: The main clinical manifestations in patients were identified. The technique

for polymorphism analysis allowed the molecular study in the families with
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neurofibromatosis type 1. The alleles of the molecular marker and their frequencies were
detected. Molecular diagnosis of suspected individuals was performed.
Keywords: neurofibromatosis type 1; phenotype; genotype.

Recibido: 01/04/2022
Aceptado: 16/09/2022

Introduccion

La neurofibromatosis tipo | (NF1; MIM 162 200) se debe a las mutaciones en el gen NF1y
se incluye dentro de los sindromes neurocutaneos porque se asocian alteraciones
neuroldgicas y cutaneas. Se considera multisistémica, con un patron de herencia
autosémico dominante, y se caracteriza por las manchas café con leche, efélides axilares e
inguinales, nddulos de Lisch en el iris, neurofibromas cutdneos y un mayor riesgo de
desarrollo de tumores. Presenta gran variabilidad clinica, incluso dentro de la misma
familia, y la morbimortalidad esta asociada a sus complicaciones multisistémicas que se
incrementan con la edad.®?

El diagnostico clinico de los pacientes con NF1 se basa en los criterios establecidos por la
conferencia para el desarrollo de consensos del Instituto Nacional de Salud.®*567)

El gen NF1 se localiza en el cromosoma 17g11.27-9, contiene 60 exones que codifican para
la proteina neurofribromina que es un supresor tumoral e inhibe al protooncogén RAS. Se
expresa en las neuronas, en los oligodendrocitos y las células de Schwann. Aunque presenta
un marcado componente hereditario, el 50 % de las mutaciones son nuevas, lo cual dificulta
el diagnéstico molecular.t”

Se han informado mas de 1 000 mutaciones (HGMD-Human Gene Mutation Database);
pero determinarlas resulta complejo por la heterogeneidad mutacional, la presencia de
numerosos exones codificantes, el tamafio del gen y la ausencia de “puntos calientes”.
Diversas son las técnicas utilizadas en los estudios moleculares por métodos directos, pero

los costos son muy elevados.®°1011:12:13.14)
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En el diagndstico de la NF1 se utilizan varios marcadores a nivel mundial, entre ellos, los
microsatélites y el polimorfismo de longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP).®%
Una alternativa para realizar el diagndstico molecular en Cuba de la NF1 es el uso de
marcadores moleculares por metodos indirectos. Esta técnica permitio estudiar dos familias
cubanas con al menos un caso de neurofibromatosis tipo 1 e identificar los alelos resultantes

del polimorfismo para el diagndstico molecular.

Métodos

Se realiz6 un estudio descriptivo en el Centro Nacional de Genética Médica. Incluy6 14
individuos (mujeres y hombres) de dos familias con casos de NF1. Los pacientes asistieron
a las consultas multidisciplinarias y dieron su conformidad para participar en la
investigacion, de acuerdo con los principios éticos de la Declaracion de Helsinki. Se contd
con la aprobacion del Consejo Cientifico y el Comité de Etica del Centro Nacional de
Genética Médica.

Las manifestaciones clinicas se evaluaron por un equipo multidisciplinario de
dermatologos, genetistas, neurélogos, psiquiatras, ortopédicos y oftalmélogos. Se siguieron
los criterios establecidos para el diagndstico de la enfermedad.

Las variables analizadas fueron las variantes del polimorfismo RFLP Rsal, alelo 1/1, alelo
1/2 y alelo 2/2. Se selecciond el exdn 5 del gen NF1 para la deteccion de las variantes del
polimorfismo RFLP Rsal."® A los pacientes se les tomd la muestra de sangre y se extrajo
el ADN mediante el método de precipitacion salina®® a partir de 10 ml de sangre periférica
con 56 mg/mL de acido etildiaminotetraacético(EDTA). Las condiciones para la
amplificacion del exdn 5 mediante la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
fueron las siguientes: 100 ng de ADN, (F) 5-TGACTTGAGTGATAGTTTCACAT-3'y
(R) 5-AAAAAAAAATCAATCGTATCCTTA-3, 1 mM de dNTPs (Boehringer), 10X
tampon PCR, 15 mM de MgCl,, 0,25 U de Taq polimerasa (Invitrogen), en un volumen de
25 uL. Se realiz6 la digestion enzimatica con la enzima Rsal por 3 horas a 37°C.

El polimorfismo RFLP Rsal se determind por comparacion de las corridas electroforéticas

en gel de agarosa al 2 %. Se utilizaron controles positivos heterocigdticos y homocigéticos
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del polimorfismo Rsal con el producto amplificado de la técnica de PCR del exén 5 del gen
NF1.

Se calculé la media y desviacion estdndar de la edad de los pacientes en afios. Se determind
la frecuencia del polimorfismo RFLP Rsal como numero de alelos que presenta el

polimorfismo Rsal/nimero de alelos totales. Se expreso en por ciento.

Resultados

En los pacientes con el polimorfismo RFLP Rsal, la edad media fue de 30,2 afios con

desviacion estandar de 17,2 afios. El intervalo fue de 5 a 60 afios (tabla 1).

Tabla 1- Criterios clinicos diagnosticos en los pacientes cubanos con NF1

M Fgmil
F o ('zgﬁg) Sexo ch 7PA| N OINL S Lo M DA RL g":
do
1.1* 51 M X X X X X
1.2 48 F
1.1 21 F
11.2* 26 F X X X X X
1 1.3 28 M
.11 5 M X X X X
11.2* 10 F X X X
11.3% 3 M X
1.1* 60 F X X X X
1.1 42 M
1.2 40 F X X X
2 1.3 45 M
1.1* 18 M X
1.2+ 7 M X X X X
1.3 10 F
27,6+189 | 7F,8M f;’/f 3;;7 %/:‘ %/:‘ 43% 2&6 ﬁ/f %/f 7% ﬁ/f

F: familias, I: Individuos, *: pacientes, T: sospechoso, MCCL: manchas color café con leche, PA: pecas axilares, PI: pecas inguinales, N:
neurofibromas, NL: nédulos de Lish, LO: lesiones 6seas, M: macrocraneo, DA: dificultad aprendizaje, RL: retraso en el lenguaje, THDA:
trastorno de hiperactividad con déficit de atencion.
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Fig. 1- Paciente con manchas color café con leche.

Las manifestaciones clinicas mas frecuentes fueron las manchas color café con leche,
las pecas axilares e inguinales y las lesiones Oseas. Las manifestaciones menos
asiduas fueron los nodulos de Lisch, el macrocraneo y el retraso en el lenguaje (tabla
2).

Tabla 2- Frecuencia de los criterios clinicos diagnésticos en los pacientes estudiados

Criterios clinicos diagndstico ‘ P ‘ F (%) ‘ S | F (%)
[ MmccL [ 5 | 100 | 3 | 100
| Pecas axilares/inguinales [ 4 | 80 | - |
| Neurofibromas [ 2 | 40 | - |
| Nédulos de Lisch [ 2 | 40 | - |
| Familiar de primer grado [ 5 | 100 | [ 100
| Lesiones 6seas [ 3 | 60 | | 33
| Macrocraneo [ 2 | 40 | |
| Dificultad en el aprendizaje [ 1 | 20 | [ 33
| Retraso en el lenguaje [ - ] | [ 33
e i Mo w0y | 1| m

P: Pacientes, S: Sospechoso, F: frecuencia.

El estudio molecular constituye una herramienta para confirmar casos dudosos de
NF1. Se realiz6 el diagnostico molecular por métodos indirectos y se utilizd un
marcador, el RFLP Rsal, que se encuentra en el exon 5 del gen NF1. A continuacion
se muestran los resultados de la corrida electroforética de la digestion enzimatica de

este marcador (tabla 3).
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Tabla 3- Alelos del polimorfismo RFLP Rsal en las familias analizadas

Familias Individuos AIEIESS;FLP

1.1* 11

1.2 1/2

1.1 1/2

11.2* 11

1 1.3 2/2
1.1 1/2

1.2* 1/2

1.1* 1/2

1.1 1/2

1.2 1/2

1.3 212

2 1.1 1/2
111.2 212

1.3 212

*: Paciente con diagnéstico clinico confirmado de FNZ1. 111.1 y 111.2 individuos en edad pediétrica con diagndstico clinico dudoso.

Se estudiaron con marcador RFLP Rsal, presente en el exon 5, dos familias que tenian al
menos un familiar con diagndstico clinico certero de NF1. Se detectaron cinco casos (57,1
%) con la variante 1/2; dos (14,3 %) con genotipo 1/1 y dos (28,6 %) con la variante 2/2. Se
identificaron los alelos 1 y 2 del polimorfismo RFLP Rsal en las muestras estudiadas. Las
frecuencias alélicas fueron 38,5 % y 61,5 % respectivamente. Las dos familias resultaron
informativas y se visualizo la herencia de padre a hijo. El estudio de este marcador se

introdujo en el laboratorio de Biologia Molecular del Centro Nacional de Genética Médica.

Discusion
Los criterios clinicos diagnosticos para la NF1 son bastante especificos en adultos; sin
embargo, en nifios menores de 8 afios no es asi. En ocasiones el diagndstico clinico en edad
pediatrica resulta dudoso.®”
Las manchas color café con leche constituyen el hallazgo clinico mas frecuente y precoz en
los pacientes con NF1. Pueden ser congenitas o aparecer a lo largo del primer afio de vida
(99 %) y aumentar con la edad.®%'¥ En esta investigacion el 100 % de los casos las
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presentaban, similar a lo informado en otras poblaciones.®'” Las pecas axilares e
inguinales fueron otra de las manifestaciones mas frecuentes.

Las lesiones 6seas y los neurofibromas estuvieron representados en el 28,6 % de los
participantes. La dificultad en el aprendizaje y el trastorno de hiperactividad con déficit de
atencion tuvo un 14 % de frecuencia. El retraso del lenguaje fue observado en un solo
paciente. En la edad pediatrica las manifestaciones no son tan visibles y esto coincide con
la literatura consultada.®101418)

Los genes modificadores es una de las posibles causas de la variedad de las sintomatologias
en los pacientes con NF1. Diferentes investigaciones han propuesto como genes
modificadores el SDC2, VCP, PTEN, ANRIL, p53, ATF4, BDNF, entre otros. %2212

El estudio molecular por métodos indirectos es una alternativa para el diagnostico de NF1
en paises en vias de desarrollo. Como requisito se estudian las familias con al menos un
caso de la enfermedad. La limitacion de este estudio radica en tener una muestra pequefia,
sin embargo, sirve como punto de partida a otras investigaciones de mayor escala. Se deben
trabajar otros marcadores moleculares como los microsatélites para adquirir mas
informacién de las familias que se estudien. En el laboratorio del Centro Nacional de
Genética Médica se trabaja en la introduccion de los siguientes marcadores IVS27AC28.4,
IVS27AC33.1 e IVS38GT53.0. Proximamente se brindara diagndstico pre y posnatal de la
NF1 en Cuba.

Este es el primer estudio molecular por métodos indirectos en Cuba. Se realiz6 el
diagnostico clinico de pacientes cubanos con NF1. Las manifestaciones clinicas mas
frecuentes fueron las manchas color café con leche y las pecas axilares/inguinales. Se
identificaron los alelos del polimorfismo RFLP RsAl, la variante méas frecuente fue el 1/2.
El estudio del marcador RFLP Rsal permitira realizar el diagndstico molecular por métodos

indirectos en los pacientes cubanos con NF1.
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