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PREFACIO

En los ultimos afios, las enfermedades debidas a alteraciones del imprinting
gendmico han cobrado importancia capital, no sélo en el &mbito de la biologia del
cancer, sino también en las enfermedades raras de base genética. Su relevancia ha
crecido con la introduccion de tecnologias de modificacion del ADN, técnicas de
recombinacion genética, microchips de ADN/ARN y la introduccidn de técnicas de
secuenciacion masiva.

Como editores, cuando comenzamos a pensar en escribir este libro, vimos claramente
la necesidad de que sea un libro de consulta rapido, estructurado y organizado
bajo subtitulos que permitan al lector identificar inmediatamente la patologia de
imprinting especifica, el area especifica de consulta y la posibilidad de hallar en
cada uno de los capitulos la informacién compilada y actualizada. Creemos que,
dentro de las enfermedades raras, éstas son especialmente desconocidas.

En “Enfermedades de impronta: guias de buena practica clinica”, nuestro objetivo
ha sido actualizar, compendiar, revisar y comunicar a los profesionales de la
salud y personas interesadas en el campo de la genética y epigenética los aspectos
mas importantes de este grupo complejo de enfermedades. Hemos realizado un
esfuerzo de sintesis en cuanto a contenido y a la organizacion del libro para intentar
transmitir lo mejor posible la importancia de las enfermedades de imprinting
y las enfermedades raras con alteraciones epigenéticas. En diez capitulos, con
multiples tablas, figuras y graficos, y con bibliografia actualizada, el libro aborda
las principales patologias asociadas a alteraciones del imprinting gendmico, con
contribuciones de destacados genetistas de nuestro pais, expertos en el diagnostico
y seguimiento de estos pacientes.

Esta obra ha salido a la luz gracias al esfuerzo desinteresado de muchas personas e
instituciones. Nuestra inmensa gratitud a todos y cada uno de los autores de estas
guias, que voluntariamente han dedicado su tiempo y su conocimiento para que
otros profesionales podamos estar al tanto de las ultimas novedades en cada una
de estas enfermedades; a ellos, que han tenido una paciencia infinita con la presion
a las que les hemos sometido para cumplir los plazos y una comprension extrema
para escuchar todas nuestras sugerencias sobre el texto que con tanto amor han

O



preparado. Gracias, por tanto a Neus Baena, Elena Beristain, Assumpta Caixas,
Cristina Camprubi, Irene Dapia, Conchita Ferndndez, Elisabeth Gabau, Sixto
Garcia-Mifiaur, Intza Garin, Blanca Gener, Gema Gordo, Julio Guerrero-Fernandez,
Miriam Guitart, Isabel Iglesias-Platas, Beatriz Lecumberri, Alex Martin-Trujillo,
Francisco Martinez, Sonia Mayo, David Monk, Julidn Nevado, Ramon Novell,
Arrate Pereda, Luis A. Pérez-Jurado, Oscar Rubio-Cabezas, Marta Sanchez-
Delgado, Clara Serra-Juhé, Jair Tenorio. Gracias por aceptar desde el principio ser
parte de esta aventura.

Gracias a David Ulibarri, que con su imaginacién y creatividad ha sido capaz
de plasmar en la portada el mecanismo tan complejo que subyace en estas raras
enfermedades de impronta. Gracias también a Fernando Castillo, de Genzyme,
que desde el principio estuvo con nosotros y supo ver y valorar la importancia
de que estas guias viesen la luz. A CIBERER, por su apuesta sin condiciones
por las enfermedades raras; a la AEGH, por confiar en nosotros y a EUCID, por
ensefiarnos tanto y hacernos ver la importancia de trabajar juntos para el avance del
conocimiento.

Y, por supuesto, a las Asociaciones de Pacientes, cuya voz es tan importante oir y a
quienes esta realmente dedicado este libro.

Dres. Guiomar Pérez de Nanclares y Pablo Lapunzina




PROLOGO

El acto médico, el establecimiento de una relacion entre el médico y el paciente,
es un momento fundamental de la atencion sanitaria y es un momento de toma de
decisiones, no necesariamente inmediatas pero sobre las cuales se va a fundamentar
todo el proceso diagnoéstico y terapéutico que pueda llevar a la cura o al cuidado y
mejora la calidad de vida de la persona enferma. Es un acto de toma de decisiones
que involucra a todos los profesionales sanitarios que participan en el manejo
clinico, sea mediante la realizacion de pruebas complementarias y de laboratorio
(aqui se incluyen, claro estd, la pruebas genéticas y genomicas), sea para manejo
terapéutico global y la orientacidn psicologica y social, en un proceso de atencion
integral.

Para poder ofrecer respuestas practicas a las preguntas y necesidades de los
pacientes, el médico y los profesionales biosanitarios han de conocer la enfermedad
y sus variantes en funcion del modo de enfermar el individuo. La mejor manera de
llegar a un diagnoéstico y ofrecer un tratamiento y un plan terapéutico es conocer
la biologia de la enfermedad y su efecto en cada persona. En este proceso acerca
de la fisiopatologia el primer punto es saber cuales son la(s) causa(s) biologica(s)
que la originan y como la originan en una persona concreta, incluso en una familia
cuando la patologia es hereditaria. La enfermedad genética se caracteriza porque
la causa primaria reside en una mutacion en los genes o el genoma del individuo.
Esta mutacion es una variacion genética que conduce a una funcion anémala del
organismo y a una mala adaptacion a su entorno ambiental de la persona portadora.
Hay muchos tipos de mutaciones y variantes genéticas de susceptibilidad, desde
mutaciones puntales que afectan a un par de bases nucleotidicas en la doble cadena
de ADN a alteraciones cromosomicas, pasando por reordenamientos gendmicos por
debajo de las 3-5 megabases. Los conceptos de la genética tradicional mendeliana
sugieren que la mayoria de los genes se expresan por igual tanto cuando se heredan
del linaje materno como del paterno. Las excepciones a esta regla han venido
siendo los genes en el cromosoma X que son susceptibles a la inactivacion, por el
fendmeno de lyonizacion, y los genes de las inmunoglobulinas sujetos a la exclusion
alélica, un fenémeno que resulta en la expresion monoalélica de una cadena de
inmunoglobulina particular mediante la conexion y desconexion de la expresion




de los alelos de los progenitores. La impronta genémica se produce cuando la
expresion fenotipica de un gen depende del origen parental de ciertos genes o, en
algunos casos, regiones enteras de cromosomas. En esta situacion bioldgica el que
un gen se exprese o no depende del sexo del progenitor de quien proviene la copia
genética. Las enfermedades por impronta tienen su causa en este fendémeno que
acontece durante el desarrollo y afecta a la herencia de los caracteres humanos. El
conocimiento de los mecanismos de la impronta gendmica deviene asi fundamental
para comprender como se produce la enfermedad, qué aspectos biologicos y qué
dianas moleculares son de interés para el diagndstico y tratamiento, y como hemos
de manejar el asesoramiento genético.

El libro ‘Enfermedades de Impronta — Guias de Buena Practica Clinica’ compilado
por los Dres. Guiomar Pérez de Nanclares y Pablo Lapunzina, quiere ser una respuesta
a las cuestiones que se plantean en la praxis médica integral de los nifios y adultos
afectados por estos trastornos que comparten un proceso bioldgico y causa genética
comunes aunque la consecuencia clinica y fisiopatoldgica sea distinta. Y todo ello
con el animo de ofrecer apoyo a los profesionales sanitarios no especialistas, tanto
en el ambito de la atencion primaria como especializada, y a las familias.

En un primer capitulo se aborda la biologia y la genética/epigenética del fendémeno
de impronta génica o gendmica, con indicacion de las técnicas moleculares
que permiten el diagnostico genético. Los capitulos dedicados a las distintas
enfermedades consideradas estan estructurados para ofrecer una compresion amplia
y completa de los aspectos clinicos y genéticos de las mismas. En cada uno de
ellos se indican las manifestaciones clinicas y su evolucion y evaluacion temporal
a lo largo de la historia natural, la variabilidad fenotipica, el manejo clinico y
terapéutico, el diagnoéstico y el diagnostico diferencial, la genética y herencia, los
aspectos moleculares y los mecanismos de produccion genéticos y epigenéticos
subyacentes, la correlacion genotipo-fenotipo y el asesoramiento genético.

En cada capitulo los autores han hecho un esfuerzo por reflejar el conocimiento
actual de al enfermedad, tanto por lo que corresponde al fenotipo y la accién clinica,
diagnostica y terapéutica, como por mostrar los mecanismos moleculares y las
consecuencias de todo ello en el consejo o asesoramiento genético. Se ha puesto
especial hincapié en resaltar los diferentes momentos vitales del nifio considerando
que el proceso es evolutivo y qué es fundamental conocer e investigar, pues, en la
historia natural de la enfermedad en cada individuo. Todo ello sustentado en una
amplia revision de la literatura cientifica y médica.

Los autores trabajan en diversos centros hospitalarios distribuidos por la geografia
espafiola, ejercen la practica genética en la clinica pediatrica o genética, en el




laboratorio... Representan las diferentes maneras de acercarse al fenomeno de
la enfermedad genética, esto es, el pediatra —médico especialista en el nifio y el
adolescente—, el genetista clinico que se interesa por los pacientes con enfermedades
y condiciones causadas por variaciones y mutaciones en los genes y los genomas, el
profesional biomédico que hace posible escudrifiar los genes en los laboratorios de
citogenética, de genética molecular, de genética bioquimica, el asesor genético que
hace de la comunicacion informada el arte de ofrecer al paciente o a sus padres qué
riesgos de recurrencia y como modificarlos en el marco de la familia, el investigador
que quiere averiguar por qué y como la enfermedad aparece y se desarrolla. Este
conjunto de profesionales, trabajando en un medio clinico y cientifico, permiten
conocer mejor las enfermedades genéticas por mecanismo de impronta, ofrecer
diagnostico y asesoramiento, mejorar la calidad de vida de los pacientes y su familia.

Las enfermedades las padecen las personas y ellas participan en todo su proceso
vital. En este libro las personas, las asociaciones de pacientes que se preocupan
por ellas, también nos dicen qué quieren y cudles son sus preocupaciones, sus
ocupaciones y sus necesidades. Los pacientes han de participar en todo aquello que
les incumbe, junto con los profesionales, del proceso clinico, de los proyectos de
investigacion, de las decisiones de politica sanitaria. Y esto es bueno y necesario. Y
en este libro esto se tiene en cuenta... esperemos que cree impronta.

Francesc Palau
Hospital Sant Joan de Déu y CIBER de Enfermedades Raras
Barcelona







Capitulo 1: CONCEPTOS BASICOS:
TECNICAS MOLECULARES PARA

EL ESTUDIO DE ENFERMEDADES
DE IMPRONTA

Intza Garin, Elena Beristain, Arrate Pereda

Laboratorio de (Epi) Genética Molecular. Hospital Universitario Araba-Txagorritxu, Instituto
Nacional de Investigacion BioAraba, Vitoria-Gasteiz

1. Intfroduccion

El término “epigenética”, introducido
en 1942 por Conrad Hal Waddington,
describia la forma en que la accion de
los genes y su expresion influia para
originar un fenotipo determinado'.
Actualmente el  concepto  ha
evolucionado y la epigenética se define
como la ciencia encargada de estudiar
la regulacion de la expresion de genes
durante el desarrollo y la proliferacion
celular, por medio de procesos que
no cambian la informacion contenida
en el material genético, pero que
modulan la expresion génica a
través de modificaciones especificas
relacionadas con la remodelacion de la
cromatina (variaciones en los patrones
de condensaciéon de la cromatina),
por modificaciones covalentes de las
histonas y el grado de metilacion del
ADN?.  Precisamente Epi significa
Sobre: es lo que esta sobre la genética.
De todos es bien sabido que la mitad
del material genético de cada individuo
es de origen paterno y la otra mitad
de origen materno, y que para el

desarrollo correcto es necesaria la
presencia del ADN procedente de
ambos progenitores. Asi como la
mayoria de los genes son expresados
independientemente de su origen
parental, existe un numero reducido de
ellos que son regulados y transcritos de
manera mono-alélica. Para estos genes,
denominados  genes  improntados
(marcados), su patréon de expresion y
regulacion es dependiente de su origen
parental, es decir, se comporta de una
manera distinta si su origen es paterno

o materno** (Figura 1).
g

Cromosoma
paterno

Cromosoma
materno

2X

Gen bialélico

= 1x

Gen de expresion materna

Gen de expresion paterna % 1x

Figura 1: Funcionamiento normal de un gen
bialélico (ambos alelos se expresan) y genes
improntados (s6lo se expresara el alelo que no
est¢ improntado o metilado). La “marca” CH,
representa el grupo metilo que impronta ese gen,
silenciandolo. Imagen adaptada de Hitchins et al.*



Enfermedades de impronta: guias de buena prdctica clinica

En el establecimiento de la impronta
gendmica, la metilacion del ADN juega
un papel fundamental®®; siendo una de
las modificaciones epigenéticas mejor
estudiadas. Tal y como constata la
definicion de epigenética, la impronta o
marcaje gendémico no supone cambios en
la secuencia de nucleotidos del ADN en
esos genes, sino que ésta se produce por
la adicion de grupos metilos (-CH,) a los
residuos de citosina de los dinucleodtidos
formados por citosina y guanina (CpGs).
Estos dinucledtidos CpG no estan
distribuidos uniformemente a lo largo
del genoma, sino que se concentran en
las regiones de las secuencias genémicas
repetitivas e islas CpG comunmente
asociados con los promotores de genes.
Los grupos metilos pueden crear una
configuracion local de la cromatina que
hace los genes inaccesibles y por ello
transcripcionalmente inactivos.

El proceso del establecimiento de la
impronta ocurre antes de la fertilizacion,
tiene lugar durante la produccion de
las células germinales masculinas o
femeninas, y se mantiene sin cambios
a lo largo del desarrollo embrionario y
postnatal®. El establecimiento de estos
patrones de metilacién provoca que,
tras la fecundacion, ciertos genes sean
activos en uno de los cromosomas
parentales, pero no en el otro. La
consecuencia de esto a nivel genético
es la presencia de un unico alelo activo
para el gen improntado, lo cual tiene
implicaciones clinicas cuando hay fallos
en la impronta.

Actualmente, se conocen
aproximadamente unos 70 genes
humanos improntados, la mayoria de

ellos localizados en los cromosomas
6,7, 11, 14, 15 y 207, de manera que
los genes improntados parecen no estar
distribuidos al azar a lo largo del genoma,
sino que tienden a localizarse en grupos.
Este fendmeno de agrupacion sugiere
que el control primario de la impronta
no es a nivel individual del gen, sino
a nivel de dominio de cromosomas?.
De hecho, se han encontrado varias
regiones que contienen un elemento que
actia en cis llamado centro de impronta
(IC, imprinting center) o region de
control de impronta (ICR, imprinting
control region)’. Estos elementos se
caracterizan por marcas epigenéticas
diferenciales (metilacion del ADN y
modificaciones de histonas), y ejercen
como sitios de unién para factores de
regulacién y act@lan a distancia para
regular la expresion de genes en cis®.

Tal y como se ha mencionado, a
consecuencia de la impronta gendmica,
solo uno de los dos alelos parentales de
un gen improntado es activo. Por lo tanto,
la pérdida de la funcién del alelo activo
no puede ser compensada por el otro
alelo. Esto hace que los /oci improntados
sean especialmente vulnerables a las
mutaciones’. Por otra parte, muchos
genes improntados son sensibles a la
dosis, es decir, la duplicacion del alelo
activo también puede ser perjudicial’.
Sin embargo, una mutacién del alelo
inactivo no produce consecuencias
para el portador de la mutacion. Hasta
la actualidad, se han identificado trece
enfermedades de impronta (las regiones
cromosomicas afectadas se indican entre
paréntesis): diabetes neonatal transitoria
(6g24) (TNDM, OMIM#601410),
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Beckwith-Wiedemann
(BWS, OMIM#130650),
sindrome  Silver-Russell ~ (11pl5)
(SRS, OMIM#180860), sindrome
Temple (14q32)!° (sindrome UPD 14
materna) (OMIM#616222), sindrome
Kagami-Ogata (14q32), (sindrome
UPD 14 paterna) (OMIM#608149),
sindrome Angelman (15q11-13) (AS,
OMIM#105830), sindrome Prader-Willi
(15q11-13) (PWS, OMIM#176270),
Pseudohipoparatiroidismo  tipo 1B
(20q13) (PHP1B, OMIM#603233),
disomia materna del cromosoma 2012,
pubertad precoz central (15qll1, gen
MKRN3) (PPCB2, OMIM#615346),
sindrome de Birk Barel (8q24, gen
KCNKY9) (OMIM#612292), sindrome
IMAGe (11pl5.5, gen CDKNIC)
(OMIM#614732) y mola hidatiforme

sindrome
(11p15)

Cromosoma
materno

5

UPD materna DeIeCIon paterna
2x
> 2x

&

recurrente  familiar (19q13.4,
NLRP7) (MHR, OMIM#231090).

gen

Gracias a los avances biotecnologicos,
se espera que otros muchos genes que
estan a la espera de ser identificados se
asocien a nuevos sindromes. A medida
que se van descubriendo mads genes
improntados, queda mas patente que
gjercen su efecto sobre numerosos
y variados procesos, incluyendo el
crecimiento pre y post-natal, asi como el
desarrollo de funciones cerebrales y el
comportamiento'?.

Las enfermedades de impronta pueden
estar causadas por varios mecanismos:
mutacion  genética,  delecion o
duplicacion  cromosomica, disomia
uniparental (UPD, uniparental disomy)
y defectos de impronta (Figura 2).

Cromosoma

paterno

\‘ Mutacién

Eplmutacwn genetlca

T
®

Figura 2: Mecanismos (epi)genéticos que conducen a la aparicion de enfermedades de impronta, comparados
con el patron normal. UPD: disomia uniparental, el material genético de ese cromosoma pertenece a s6lo uno

de los progenitores
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1. Mutaciébn  genética: una sola
mutacion de pérdida de funcion que
afecta al alelo activo donde se sitia
el gen improntado conduce a una
pérdida completa de la funcién de
ese gen.

2. Duplicaciéon o delecion cromosomica:
el cambio en niumero de copia en el
alelo activo donde se sitiia el gen
improntado conduce a una pérdida
completa de la funcion o una doble
dosis de este gen.

3. Disomia uniparental: se refiere
a una situacién en la que ambas
copias de un par de cromosomas
proceden de un mismo progenitor.
En muchas ocasiones, el fendomeno
de UPD es el resultado de eventos
de no-disyuncién meidtica de los
cromosomas’ Este  mecanismo
conlleva la pérdida completa de la
funcién o una dosis doble de una
region improntada, dependiendo
del origen parental de los dos
cromosomas y el estado de
metilacion de la region en el
cromosoma donde se ha originado
la UPD. Las UPDs pueden ser
de 2 tipos: isodisomia (se hereda
el cromosoma homoélogo de un
progenitor y éste se duplica, por
tanto los 2 cromosomas heredados
son idénticos) o heterodisomia
(se heredan los 2 cromosomas
homologos de un progenitor y
por tanto, los 2 cromosomas son
diferentes).

4. Defectos de impronta: son defectos
en el establecimiento o en el
mantenimiento de la impronta. Una
huella equivocada conduce a Ia

activacion de un alelo que deberia
estar en silencio o al silenciamiento
de un alelo que deberia estar
activo. Los defectos de impronta
pueden ocurrir espontaneamente,
sin ningin cambio en la secuencia
de ADN (defecto de impronta
primario) o como resultado de una
mutacion en un elemento regulador
en cis o un factor que actiia en trans
(defecto de impronta secundario).
Considerando que una mutacion en
un elemento del centro de impronta
(IC) afecta s6lo a una region
determinada, una mutacion en un
factor que actua en trans, como
por ejemplo ZFP57, a menudo
conduce a defectos de metilacion
en multiples loci™.

Excepto las mutaciones en el ADN
de un gen improntado, el resto de los
mecanismos conducen a aberraciones
en el patron de metilacion del ADN.
Por lo tanto, el analisis de metilacion
del ADN de regiones diferencialmente
metiladas (DMRs, diferentially
methylated regions) es una prueba de
diagndstico primordial para las personas
con sospecha de una enfermedad de
impronta.

Hoy en dia existen numerosos métodos
y técnicas para el estudio del estado de
metilacion. Algunos de ellos se centran
en andlisis de regiones individuales o
locus, otros en el analisis paralelo de
varioslociy otrosencambio,enel estudio
de la metilacion de todo el genoma, lo
que se conoce como metiloma. Al igual
que se lanzaron los microarrays de
expresion y revolucionaron el estudio
de la regulacion transcripcional, las
apremiadas y continuas mejoras de las
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tecnologias estan permitiendo que cada
vez mas investigadores utilicen las
plataformas de alto rendimiento para
evaluar el metiloma. Sin embargo, la
enorme cantidad de datos generados
por este tipo de tecnologia conlleva
importantes  desafios relativos  al
manejo, analisis e interpretacion de
toda esta informacion. El cuello de
botella actual de los procesos basados
en tecnologias de secuenciacion
masiva ya no se encuentra en el propio
proceso del experimento en si, sino en
la gestion y el analisis computacional
de la informacion obtenida de estas
plataformas'®. Por ello, actualmente
el mayor reto reside en sintetizar e
interpretar de forma fiable esta gran
cantidad de datos crudos, y que a la vez
favorezan la obtencion de un diagndstico
fiable y eficaz. Por lo tanto, este tipo
de aproximaciones, aunque altamente
informativas, son caras y laboriosas y
estan mas alla de las capacidades de la
mayoria de los laboratorios. De modo
que, para fines clinicos y de diagndstico
se requieren técnicas faciles de realizar
y ademas de bajo coste. Ademas, los
cambios en la metilacion identificados
en experimentos de microarrays o de
secuenciacion masiva, por ahora, siguen
requiriendo la validacion por uno o mas
métodos especificos de locus.

Por todo ello, el objetivo de este
capitulo no consiste en abarcar todas las
técnicas existentes para el estudio de la
metilacion del ADN, sino la descripcion
de las técnicas mas empleadas en
el diagnéstico rutinario del estado
de metilacion del ADN en regiones
improntadas con implicacion clinica.

2. Técnicas diagnodsticas
para el estudio de la
impronta

El analisis de los patrones de metilacion
del ADN se ha visto significativamente
obstaculizado por el hecho de que
la informacion de la metilacion no
se conserva durante los procesos de
amplificacién; procesos que forman
la base de la mayoria de las técnicas
estandar en biologia molecular. Estos
incluyen amplificaciones bioquimicas,
tales como la PCR, amplificaciones
bioldgicas mediante clonacién en
Escherichia coli, y amplificacion de
sefal por hibridacion de sondas.

A lo largo de los afios se han
desarrollado diversos métodos para
analizar la metilacion del ADN, sin
embargo todos ellos se basan en uno
de los tres principios basicos para la
deteccion de la metilacion:

1. Digestion por enzimas de restriccion
sensibles a metilacion

2. Modificaciones quimicas mediante
conversion por bisulfito dependiente
de la metilacion de los residuos de
citosina.

3. Interaccion de proteinas con las
citosinas metiladas: el ADN
previamente  fragmentado  en
tamafios de entre 200-1500pb
se precipita con la ayuda de
proteinas que reconocen las
citosinas metiladas. El complejo
formado se captura por técnicas
estandar de precipitacion (agarosa,
esferas magnéticas u otra matriz
apropiada). Su baja especificidad
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y sensibilidad limitan su uso con
valor diagnostico, por lo que no
detallaremos dicha metodologia en
este capitulo.

En este capitulo hemos agrupado los
diferentes métodos, fundamentalmente,
en funcién de estos principios basicos
que se emplean. No obstante, ya que
algunos protocolos se basan en una
combinaciéon de varias técnicas, no
siempre es posible una separacion clara.
Ademads, aunque muchas técnicas se
centraron inicialmente en el analisis de
CpGs individuales, posteriormente han
ido adaptandose al analisis simultaneo
de varios loci. Por lo tanto, varias de
las técnicas basicas descritas en este
capitulo son adecuadas tanto para el
estudio de un unico /ocus como para un
andlisis mas amplio de varias regiones
del genoma. Asimismo, las técnicas
pueden dividirse en cualitativas y
cuantitativas. Asi pues, el objetivo de
este capitulo es presentar una vision
general de las técnicas diagndsticas
mas adecuadas para el estudio de la
metilacion.

2.1. Técnicas basadas en la
digestion por enzimas
de restriccion sensibles
a metilacion

Las endonucleasas de restriccion han
sido una herramienta fundamental en la
biologia molecular, ya que reconocen
secuencias diana especificas y cortan
el ADN de una manera determinada.
Curiosamente, la actividad de escision
de muchas enzimas de restriccion
depende también de modificaciones

del ADN en su secuencia de
reconocimiento. Si una enzima es
sensible a la metilacion de un residuo
de citosina en un dinucledtido CpG
en su secuencia diana, esto puede ser
utilizado para el analisis de metilacion's.
Asi, la primera generacion de ensayos
de deteccion de la metilacion emplea
la digestion del ADN gendmico con
enzimas de restriccion sensibles a la
metilacion!®-8,

En la practica, como control de la
digestion se utilizan isoesquizomeros
(enzimas con la misma secuencia de
reconocimiento, aunque puede que
no corten en la misma posicion). Las
enzimas de restriccion mas utilizadas
son los isoesquizomeros Hpall 'y
Mspl, que reconocen la secuencia
5’-CMCGG-3’ (siendo " el lugar de
corte de la enzima), pero mientras
que la enzima Hpall es sensible a la
metilacion (cuando las citosinas del
dinucledtido CpG estan metiladas no
reconoce su lugar de restriccién y en
consecuencia no lo digiere), la enzima
MsplI es insensible a la metilacion de las
citosinas (digerira independientemente
del estado de metilacion)*?°. Por lo
tanto, después de dividir el ADN en
dos alicuotas, una se digiere con una
enzima sensible a la metilacion del
ADN (Hpall), mientras que la segunda
alicuota se mantiene sin digerir, 0 se
incuba con una enzima que reconoce
la misma secuencia pero que corte
independientemente del estado de
metilacion del ADN (Mspl) (Figura 3).
Posteriormente, el patron de restriccion
del ADN generado por estas enzimas
puede ser analizado y comparado por
numerosos métodos:
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Figura 3: Principio del proceso de digestion
por enzimas de restriccion sensible (Hpall) e
insensibles (Mspl) a metilacion. En presencia de
metilacion, la enzima Hpall no podra reconocer
su sitio de restriccion y no cortara su secuencia
de reconocimiento, mientras que la enzima Mspl
cortara el ADN independientemente de su estado de
metilacion.

2.1.1. Southern-blot

Quizas sea el método mas facil para
analizar la metilacion del ADN de
CpG especificos después de que
los fragmentos de ADN se hayan
separado mediante electroforesis?'.
El producto de la digestion se somete
a electroforesis en gel de agarosa
para separar los distintos fragmentos
de ADN generados por la digestion
enzimdtica. A continuaciéon los
fragmentos de ADN de doble cadena
son parcialmente hidrolizados con un
acido débil y desnaturalizados con
NaOH para permitir la transferencia.
Posteriormente, el ADN es transferido
a un filtro de nitrocelulosa, con lo
que en el filtro queda representada
una réplica de la disposicion de los
fragmentos de ADN presentes en el
gel. Finalmente, el filtro se incuba con
sondas marcadas (radiactivamente o
con un fluorocromo) especificas de las
regiones de interés. La sonda unida al
fragmento de ADN complementario
se puede visualizar en el filtro de una
forma sencilla mediante una exposicion

a una pelicula de rayos X para el caso
de sondas radiactivas o con una pelicula
sensible a la luz, para el caso de sondas
con fluorocromo**. La banda marcada
adquiere una posicion determinada por
el tamafio del fragmento del ADN, de
modo que se diferenciard el ADN que
ha sido sometido a la digestion y el que
no se ha digerido.

A pesar de que se trata de una técnica
facil y sencilla, es tediosa y requiere
una gran cantidad de ADN de partida,
es por ello que esta estrategia ha
sido sustituida en la mayoria de los
laboratorios por técnicas mas eficientes.

2.1.2. PCR + electroforesis

Después de digerir el ADN genomico
con enzimas sensible e insensibles
a metilacion (Hpall 'y  Mspl,
respectivamente) se realiza una
amplificacién por PCR (o reaccion en
cadena de la polimerasa) con cebadores
o primers situados fuera de las
secuencias de reconocimiento de dichas
enzimas. La técnica de la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR:
Polymerase Chain Reaction) consiste,
en resumen, en sintetizar multiples
copias de un fragmento de ADN
especifico. Como su nombre indica, se
basa en la actividad de la enzima ADN
polimerasa que es capaz de sintetizar
una cadena de ADN en sentido 5°-3°
complementaria a otra ya existente. Para
ello requiere un par de oligoucledtidos
cebadores (primers) en cada extremo de
la secuencia que queremos amplificar y
que existan deoxinucleotidos trifosfatos
(ANTP) en el medio de reaccién que
son la materia base para la sintesis del



Enfermedades de impronta: guias de buena prdctica clinica

ADN?*. La PCR amplificara siempre y
cuando el ADN no haya sido digerido por
las enzimas de restriccion. Finalmente se
testa el producto de la PCR en un gel de
agarosa (Figura 4). Debido a que se trata
de una técnica cualitativa (presencia o
ausencia de producto), junto con la PCR
previa se amplifica otra region del ADN
(que no contenga ninguna secuencia
de reconocimiento de las enzimas de
restriccion y de un tamafio diferente
para discernirlo) como control interno
de la PCR. Asi mismo, en una tercera
alicuota se amplifica el ADN gendémico
no digerido para confirmar que la
ausencia de amplificacion no se deba a
una delecion de la region improntada a
analizar.

Se puede evaluar de manera
semicuantitativa la metilacion  del
fragmento  amplificado, con wuna
modificacion de la técnica descrita

(marcando con un fluoréforo uno de los
cebadores de cada fragmento amplificado
y parando la reaccion de PCR en su fase
exponencial). Asi, después de la PCR
los fragmentos de ADN se separan
en un Analizador Genético mediante
electroforesis capilar. El porcentaje de
metilacion se puede calcular como el
ratio entre la altura del pico digerido
y el no digerido, normalizado con el
producto de control interno.

2.1.3. MS-MLPA

Traducido del inglés “amplificacion
de multiples sondas dependientes de
ligasa y especificas de metilacion”
(Methylation-Specific Multiplex
Ligation-dependent Probe
Amplification), es un método semi-
cuantitativo empleado para medir la
metilacion del genoma®. Se trata de

METILACION

DIGESTION
Hpall

> S0 —>

DIGESTION
Mspl

| e— % C———_>  AMPLIFICACION
PCR Fragmento
N <+ interés
AMPLIEICACION

«— Control
interno

NO
METILACION

DIGESTION

Mspl

Hpall

— jo:(> AMP%CION
I PCR

| m— );OI::> AMPI><CI()N

DIGESTION

Fragmento
interés

<— Control
interno

Figura 4: Principio de la metodologia de digestiéon por enzimas de restriccién, PCR y posterior anali-
sis por electroforesis en gel de agarosa. Si el ADN es digerido (bien porque se ha empleado la enzima
Mspl o porque no presenta metilacién y es cortado por Hpall), no podra ser amplificado por la poli-
merasa y, por tanto, no se observard una banda de amplificacion al testarlo en agarosa. Es importante
incluir controles de amplificacion de tamario diferente al fragmento de interés. Se trata de fragmentos
de ADN que no contienen secuencias de reconocimiento para las enzimas Hpall ni Mspl, por lo que
siempre permaneceran sin cortarse y, tras la PCR; generaran un producto de amplificacién
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una variante de la técnica MLPA en la
que, ademas de detectar anomalias en el
namero de copias del ADN, se cuantifica
la metilacion de secuencias genomicas
de interés gracias a la utilizacion de

sondas directamente; y enlaotrasellevara
a cabo, en primer lugar, la digestion del
ADN con la enzima de restriccion y a
continuacion la ligacion de las sondas; 3)
PCR de las sondas hibridadas unidas por

una enzima de restriccion sensible a
la metilacion. Esta técnica permite en
una uUnica reaccion de amplificacion,
aprovechando los diferentes tamafios
de las sondas empleadas, detectar
copias genomicas anormales hasta en
50 secuencias gendmicas, y cuantificar,
ademas, la metilacion de ciertas regiones

la ligasa; 4) separacion de los productos
amplificados mediante electroforesis
capilar; y 5) analisis de los datos.

A
Oligonucleodtido
sintético 50-60pb

Oligonucleotido
sintético con cola
M13 60-450pb

Cebador PCR

de interés™. \— ~..u..xc..e :’::.o‘rel.:f:...u»
. ] (diferente para cada sonda)
’ ) . Secuencia Secuencia
En lineas generales, con esta técnica hibridacion _ bibridacion
obtenemos dos tipos de muestras
amplificables: una muestra no digerida —
1

. . ., . ADN metilado
por la enzima de restriccion sensible "

a metilacion, en la que se detecta el
namero de copias; y otra digerida por
la enzima, en la que se cuantifica la
metilacion. La técnica se puede resumir
en 5 pasos, tal y como muestra la
Figura 5: 1) desnaturalizacién del ADN
(muestra problema) e hibridacion de
las sondas a estudio; 2) ligacion de las
sondas y digestion del ADN, para lo cual
la muestra con las sondas hibridadas del

paso anterior se divide en dos alicuotas: ‘ M| ]
en una se lleva a cabo la ligacion de las B

Desnaturalizacién e hibridacion
Ligaciony digestion con Hhal
# :—‘1

Amplificacionde las sondas ligadas y no digeridas

X ¥
_ ==
—_——-————
—_—

Analisisy comparacion de los datos

Figura 5: Base molecular de la técnica MS-MLPA, adaptado de www.mlpa.com. (A) Disefio de las
sondas: Cada sonda esta formada por dos fragmentos de oligonucledtidos que hibridan con se-
cuencias de ADN diana adyacentes (en azul). Cada fragmento contiene ademas una secuencia en el
extremo que no hibrida con el ADN diana sino con cebadores universales (forward y reverse, en gris).
Para diferenciar unas sondas de otras en la misma reaccién, uno de los fragmentos que compone
la sonda contiene una secuencia de tamano diferente, que tampoco hibrida con ninguna secuencia
de interés (en verde). (B) Metodologia: Para poder detectar las variaciones en el niimero de copia
y en la metilacién de una muestra de ADN, la técnica MS-MLPA consta de las siguientes etapas:
desnaturalizacion del ADN e hibridacion de las sondas; una vez hibridadas las sondas, la reaccién
se divide en dos tubos; uno para el analisis de copia y el otro para la metilacién. A continuacion, se
sigue con el proceso de ligacion y digestion con la enzima de restriccion Hhal (este tltimo sdlo en el
tubo de analisis de metilacién) de las sondas hibridadas. Después se realiza una PCR con cebadores
universales marcados con fluorocromo; sélo aquellas sondas que se han ligado y que no han sido
digeridas por la enzima Hhal, podran amplificarse por PCR. Finalmente, gracias a los diferentes
tamanos de cada sonda ligada, el resultado se analiza mediante electroforesis capilar.
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Lo caracteristico de esta técnica es que
las sondas que miden la metilacion se
hibridan con regiones del ADN que
pueden estar metiladas (regiones CpG)
que presentan un sitio de corte para la
enzima de restriccion Hhal. De esta
forma, aquellas sondas que hibridan
con regiones no metiladas son digeridas
por la enzima y como consecuencia no
pueden ser amplificadas en la posterior
reaccion de PCR. Por el contrario,
aquellas sondas que hibridan con
regiones metiladas, estaran protegidas
de esa digestion y daran lugar a
productos amplificados detectables tras
la electroforesis capilar.

Una de las grandes ventajas de esta
técnica es que de manera simultanea se
analiza lametilaciony el nimero de copia
de la region estudiada, de tal manera que
se puede determinar si la alteracion de
la metilacioén es debida a una delecion/
duplicacion de la region analizada.
Actualmente, se trata de la Gnica técnica
que permite ambas determinaciones en
un Unico experimento.

La empresa MRC-Holland
(Amsterdam, Holanda, www.mlpa.
com), desarrolladora de esta técnica,
ofrece decenas de kits de MS-MLPA
que analizan una amplia variedad de
regiones genOmicas sensibles a la
metilacién, como son las regiones de
impronta. Es por ello que se trata de una
herramienta sencilla y de gran utilidad
en la deteccion de enfermedades
relacionadas con alteraciones de la
impronta.

Aunque las técnicas de analisis de
metilacion de ADN basadas en enzimas
de restriccion son relativamente

sencillas y robustas, presentan ciertos
problemas. Por un lado, pueden generar
resultados falsos positivos debido a la
digestion incompleta del ADN, y por
otro lado requieren grandes cantidades
de ADN no degradado, restringiendo
asi el uso de estas técnicas. Ademas,
un inconveniente general de estos
métodos es su dependencia de la
disponibilidad de sitios de restriccion
informativos en la secuencia de ADN
a analizar. Por consiguiente, las CpGs
que se situan fuera de estas secuencias
de reconocimiento, no pueden ser
analizadas. Por lo tanto, la sensibilidad
y la cobertura de las técnicas basadas en
enzimas de restriccion, dependen en gran
medida del sitio de restriccion utilizado
y su distribucion en la secuencia a
analizar. La enzima més utilizada para el
analisis de metilacion, Hpall, cubre s6lo
el 8% de las CpG del genoma humano;
de éstas el 51% se encuentra en los
elementos de transposicion y el 48% en
las secuencias tinicas?’.

2.2. Técnicas basadas
en modificaciones
quimicas

La segunda generacion de técnicas
para el andlisis de la metilacion del
ADN surgi6 a partir del tratamiento del
ADN gendmico con bisulfito sodico.
Publicada originalmente en 1992 por
Frommer y colaboradores, la técnica
de conversion del ADN mediante
bisulfito de sodio ha revolucionado el
analisis epigenético®®?. Se trata del gold
standard para el analisis de metilacion
del ADN y facilita la identificacion
y cuantificacion de la metilacion del
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ADN en la resolucion de un solo
nucledtido. Es por ello que hoy en dia,
numerosos protocolos se basan en esta
técnica, desde el analisis cualitativo
de CpG individuales hasta los analisis
cuantitativos de todo el metiloma.

La técnica consiste en el tratamiento
del ADN genomico con bisulfito de
sodio seguido por un tratamiento
alcalino, convirtiendo asi las citosinas
no metiladas en uracilo y dejando
las citosinas metiladas intactas?¥.
Posteriormente se puede analizar la
metilacion mediante amplificacion
por PCR con cebadores disefiados
para hibridar con el ADN modificado
con bisulfito. Durante la amplificacion
por PCR, el uracilo se amplifica como
timina mientras que los residuos de
citosinas metiladas permanecen como
citosinas, lo que permite distinguir
las CpGs metiladas de las CpGs no
metiladas por la presencia de una
citosina “C” frente a la timina “T” ,
respectivamente (Figura 6).

Una ventaja importante de este método
es que laintegridad del ADN se mantiene.
Por lo tanto, casi todas las técnicas
utilizadas para amplificar, modificar
o analizar el ADN también se pueden
realizar con el ADN convertido por

T
Alelo metilado {}’ g Z{ g sz

(e X9

C
G

§

A CACGTCT
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bisulfito. Ademas, la opcion de amplificar
el ADN convertido por bisulfito, permite
partir de cantidades muy bajas de ADN*"

Sin embargo, esta técnica también
presenta ciertas limitaciones; para la
conversion, el ADN tiene que estar
completamente  desnaturalizado, 'y
especialmente las regiones de ADN
ricas en CpG a menudo pueden no
desnaturalizarse completamente,
generando una conversion incompleta
del ADN. En estos casos, el analisis
posterior del tratamiento con bisulfito
darda lugar a resultados erroneos,
simulando una mayor metilacion de la
que existe en realidad®"

Otra consecuencia desfavorable de la
conversion con bisulfito es que la region
de ADN que no contenga citosinas
metiladas  originalmente, contendra
después solo tres bases, por tanto se
reducen las opciones para el disefio de

cebadores de PCR.

Una vez generadas las diferencias
de patron de metilacion en el ADN
convertido, éstas pueden ser reveladas
mediante  diferentes  técnicas. En
este capitulo hablaremos de las mas
empleadas en la rutina diagndstica.

|5

ACGTUT TACGTTT
TG(liAGA GTGCAGA
AUGTUT TATGTTT
TGUAGA GTGTAGA

Figura 6: Fundamento de conversion del ADN gendmico mediante bisulfito sodico y posterior amplificacion
por PCR. La citosina metilada queda “protegida” de la modificacion quimica por el bisulfito sodico y, por
tanto, se mantiene como tal. Sin embargo, la citosina no metilada es convertida en uracilo tras la modificacion

y de nuevo a timina, tras la amplificacién por PCR.
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2.2.1. Secuenciacion alelo
especifica del ADN bisulfitado

Se trata de la técnica gold standard
para la asignacion alelo-especifica de
la metilacion en la region amplificada
por PCR después de la conversion
con bisulfito”. Consiste en amplificar
el ADN bisulfitado usando cebadores
que no solapan con los CpG, de modo
que tanto el alelo metilado como el no
metilado se amplifican. A continuacion,
el producto de PCR se liga a un vector
de clonacion y se trasforma a células
competentes, que se dejan crecer en
placas de agar. A continuacion se
seleccionan individualmente y se crecen
en medio LB. Posteriormente, se aisla el
ADN plasmidico y se secuencia (Figura
7), pudiendo identificar si el amplificado
clonado estaba metilado (veremos una C)
o no metilado (veremos una T) en cada
una de las regiones CpG estudiadas.

Si se secuencia (véase apartado 3.3
para técnica de secuenciaciéon) un
numero suficiente de clones, este
método puede ser cuantitativo. Como
cada clon representa un solo alelo, los
datos proporcionan informacién sobre
la metilacion de cada CpG de la region
amplificada de un alelo especifico. El
inconveniente de esta técnica es que es
muy laboriosa y costosa para grandes
cantidades de muestras.

2.2.2. Amplificacién por PCR
especifica de metilacién (MS-PCR)

Se trata de una reaccion de PCR
realizada con diferentes parejas de
cebadores, una especifica para el alelo

ADNg

Tratamiento con bisulfito

ADN bisulfitado

¥

PCR con primers especificos
de ADN bisulfitado

? &

metilado No metilado
CG G
GC AC
Introduccién del
amplicon en pladsmido
Plasmidos

con el amplicén

Transfeccion

Secuenciacién
-

CG CG
TG

Figura 7: Principio de la secuenciacion alelo es-
pecifica del ADN bisulfitado. En un primer paso,
el ADN genomico se trata con bisulfito. Posterior-
mente se realiza una PCR con primers especificos
que se uniran al ADN bisulfitado, y que se disefian
para que hibriden fuera de las CpG. De esta ma-
nera, tras la reaccion de PCR tendremos dos tipos
de fragmentos: amplicones que contienen los alelos
inicialmente metilados y que presentaran citosina
(C) en las CpG, y amplicones que contienen los ale-
los inicialmente no metilados, que llevaran timina
(T). Estos fragmentos o amplicones se introducen
dentro de un vector de clonacion, generalmente un
plasmido, para introducirlos después en bacterias.
Cada bacteria solo es capaz de captar un unico plas-
mido, de manera que cuando crecer en un medio de
cultivo, cada colonia de bacterias tendra un mismo
fragmento introducido (el que contiene CG o TG).
Generalmente se analizan unas 100 colonias para
determinar con cierta confianza el porcentaje de
metilacién de la region analizada. Una vez crece
la suficiente cantidad de bacterias, se aisla el ADN
plasmidico y se secuencia la region de interés, obte-
niendo la informacion de cuantas C o T hay en cada
isla CpG analizada.
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metilado y otra para el no metilado®. y en los resultados finales. El impacto
Dado que todas las citosinas no del estado de metilacion de cada CpG
metiladas se convierten en uracilo y en la hibridacion del cebador es dificil
las metiladas se mantienen tal cual,  de prever, ya que un unico desajuste
la secuencia de hibridacion de los en la secuencia puede conllevar una
cebadores debe incluir los CpG que nos mala hibridacion del cebador, con el
interesa analizar. Por lo tanto, una PCR consiguiente efecto en la amplificacion.
se realiza con cebadores especificos ~ Por tanto, el andlisis de miltiples
de metilacion y una segunda PCR con ~ CPGs en el sitio de unién del cebador
cebadores especificos para el ADN no aurpenta la es.pec1ﬁ01dad de la técnica,
metilado (Figura 8A). Adems, si los ﬁqlcamente si todos .ell(?s’ muestran el
cebadores abarcan mas de una CpG, es mismo estado de metilacién.

necesario validar el efecto de cada una Los resultados de la MS-PCR se
de ellas en la hibridacion del cebador pueden visualizar por electroforesis

A B ADN metilado ADN no metilado
ADN metilado ADN no metilado i ‘
5" CG — CG— 5* CG — CG—
5'— CG — CG— 5" CG —CG—
‘ T —— . ) ‘ Tratamiento con bisulfito
St —Le— s— e —e— 5" éG—CG— 5— UG — UG —
MS-PCR
46— i P Zi= )
R W T W =7 M MS-PCR
bk " @ kg iy ¢ (reaccionen 1 tubo: multiplex)

i ampificacién amplifcacién

=&

I I I I i O
-Gy
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NO metitado Metilado

83

Control
w0
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Paciente 2000,

Figura 8: Base de la metodologia de MS-PCR. (A) Una vez modificado el ADN genomico con bisulfito, se
realiza una PCR con dos parejas de primers diferentes, una pareja especifica para union a las CpG metiladas
(hibridara con CG) y otra pareja especifica para hibridar con CpG no metiladas (TG). De modo que se realizan
dos PCR independientes, cada una con una pareja de primers diferente. El resultado (presencia/ausencia de
metilacion) se puede visualizar facilmente en un gel de agarosa. (B) En este caso, solo hay una reaccion de
PCR que contiene tres primers diferentes: uno comun para el alelo metilado y el no metilado (libre de CpG),
que estara marcado con un fluoréforo (estrella); y dos primers especificos (uno que hibrida con el alelo metilado
y el otro con el no metilado). Estos dos primers especificos, ademas, tienen una secuencia (cola, en amarillo y
en azul) afiadida en el extremo 5’ que no hibrida con los nucledtidos adyacentes, y que sirve para discernir, en
tamarfio, el fragmento metilado del no metilado. El resultado de la PCR se analiza mediante una electroforesis
capilar, que permite determinar el porcentaje de metilacion comparando el ratio de la altura del pico de cada
fragmento (metilado/no metilado) frente a controles sanos.
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en gel de agarosa (Figura 8A). De
modo que, se trata de un método
facil de ejecutar y sin necesidad de
equipamiento especial, por lo que es
una herramienta interesante para el
analisis de metilacion de un pequefio
nimero de CpGs. Sin embargo, la
MS-PCR ofrece solamente datos
cualitativos. Ademas, es necesario
establecer el umbral de metilacion del
ADN que conduce a determinar si los
resultados son positivos 0 negativos
(metilado/no metilado)*'. Sin fijar este
umbral de metilacion, la técnica de
MS-PCR podria facilmente dar lugar
a resultados erréneos, especialmente
en el analisis de genes que muestran
una metilacion intermedia, ya que
no se trata de una decision simple de
positivo o negativo, y con esta técnica
no se pueden determinar niveles de
metilacién absolutos®. Por lo tanto,
la técnica de MS-PCR tiene que estar
implementada con cuidado y los
resultados tienen que interpretarse con
cautela, especialmente si se realiza con
fines de diagnostico clinico.

Del mismo modo que se ha descrito en
el aparto de la digestién enzimatica,
se puede evaluar de manera
semicuantitativa la metilacion de los
fragmentos amplificados, marcando
con un fluoréforo uno de los cebadores.
En este caso, el alelo metilado y el no
metilado se puede amplificar en una
misma reacciéon, ya que mediante la
electroforesis capilar, la diferencia
de tamafio de los productos se puede
discernir incluso en Ipb. De modo
que, cada reaccion de PCR contiene
un primer marcado con fluorescencia
(comtin tanto para el alelo metilado

como el no metilado, y por tanto tiene
que estar libre de CpGs) y 2 cebadores
diferentes (uno para el alelo metilado
y el otro para el no metilado) que
contengan CpGs (Figura 8B) y que se
diferencien en tamafio mediante una
cola en el extremo 5’ que no hibrida
con la secuencia*?3®. El grado de
metilacion se calcula como el ratio
entre la altura del pico no metilado vs.
el metilado (Figura 8B), y normalizado
frente a controles sanos (5 controles
por experimento).

2.2.3. MS-SNUPE

Conocida como extension del cebador
en un Unico nucléotido sensible a la
metilacion (Methylation-Sensitive
Single-Nucleotide Primer Extension),
esta técnica se basa en la tecnologia
SNaPshot® Multiplex*’*®  (Applied
Biosystems, Darmstadt, Germany).
Consiste en amplificar el ADN
bisulfitado con cebadores especificos de
la region de interés y que no contengan
CpGs, de modo que se amplifica tanto
el ADN metilado como el no metilado.
Una vez purificado el producto de PCR,
se desnaturaliza y se afiade lo que se
conoce como el primer de elongacion
(primer SNUPE) que se hibrida justo en
el nucledtido adyacente a la CpG que
se quiere estudiar. Posteriormente, se
afiaden ddCTPs y ddTTPs para poder
analizar y cuantificar la metilacion
de esa CpG (Figura 9). De modo que
esta técnica limita el estudio a CpGs
individuales. Para la cuantificacion, se
mide la altura del pico metilado (azul-
si ha afiadido ddCTP) y del pico no
metilado (rojo-si se ha anadido ddTTP),
y se calcula el indice de metilacion (IM;
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IM=alelo metilado / (alelo metilado +
alelo no metilado), normalizado frente
a controles sanos)®.

Una gran ventaja de la MS-SNuPE
es que permite analizar multiples
CpGs en wuna Unica reaccion,
independientemente de su posicion
en el genoma, empleando diversos

ADNg

' Tratamiento con bisulfito

ADN bisulfitado

¥

PCR con primers especificos
de ADN bisulfitado

%

metilado No metilado
CG TG
—_—GC— AC
+ primer MS-SNuPE
GC AC
+ ddNTC, ddNTT
(extension del primer)
—_C N
GC AC

Figura 9: Principio de la técnica de MS-SNuPE.
Imagen adaptada de Gonzalgo ML & Jones PA¥.
El ADN bisulfitado se amplifica con primers que
no contengan CpGs, de modo que se amplifica
tanto el ADN metilado como el no metilado. Pos-
teriormente el producto de PCR se desnaturaliza y
se anade el primer de elongacion, que hibrida justo
en el nucledtido anterior a la CpG que se quiere
estudiar. Después, se afiaden ddCTPs y ddTTPs
marcados fluorescentemente para poder analizar y
cuantificar la metilacion de esa CpG. En funcion
de la fluorescencia obtenida sabremos qué ddNTP
se ha afadido y, en caso de estar ambos presentes,
el ratio de la fluorescencia nos permite establecer
el porcentaje de metilacion para esa CpG.

primers de elongacion (PCR multiplex)
de tamafio diferente. Para realizar una
PCR multiplex con primers que tengan
la misma temperatura de melting
(Tm), éstos se disefian con el mismo
niamero de nucleotidos, consiguiendo
la diferencia de longitud mediante
la adiccion de colas inespecificas
poliAT en el extremo 5’ del primer. Se
recomienda que los cebadores difieran
entre si unos 4-6 nucleotidos.

Asi, MS-SNuPE representa un
método adecuado y econdmico para
el diagnoéstico clinico simultdneo de
diferentes trastornos de impronta. Sin
embargo, y al igual que otras técnicas,
no permite distinguir entre una disomia
uniparental, una delecion/duplicacion o
un defecto aislado de la metilacion.

2.2.4. Pirosecuenciacion

Es una tecnologia de secuenciacion
de ADN basada en el principio
de secuenciacion por sintesis. La
deteccion de esa sintesis, que se
monitoriza a tiempo real, se lleva a
cabo mediante bioluminiscencia. Se
trata de una tecnologia rapida, sencilla
y con buenos resultados partiendo de
pequefias concentraciones de ADN,

En lineas generales, la técnica de
pirosecuenciacion consiste en la
adicién secuencial de nucleodtidos a un
primer molde, deduciéndose la nueva
secuencia de ADN por el orden de
nucledtidos que se van incorporando,
que serd complementario a la
secuencia diana. La actividad de la
Taq polimerasa, que incorpora los
nucledtidos, se detecta mediante
bioluminiscencia, para lo cual se
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requiere la utilizacion de una serie de sulforilasa en presencia de APS. Este
enzimas y sus sustratos. Estas enzimas ATP es requerido por la luciferasa
son la ATP-sulfurilasa, la luciferasa y para la conversion de luciferina en
la apirasa, que utilizan como sustratos oxi-luciferina que genera una luz
la adenosina fosfosulfato (APS) y la visible proporcional a la cantidad
luciferina. Todos ellos deberan actuar de ATPs obtenidos. La presencia de
de forma simultanea en cada una de la enzima apirasa es necesaria para
las muestras que se vayan a analizar. degradar los nucledtidos que no se
Con ello se consigue que la adicion hayan incorporado, para que un nuevo
de cada nucleodtido se traduzca en la nucleo6tido pueda afiadirse a la mezcla.
liberacion de una o varias moléculas de El aparato analiza la sefial de luz
pirofosfato (seglin cuantos nucleétidos transformandola en picos que indican
iguales se hayan incorporado), que son qué nucledtidos y cuantos se van
convertidas a ATP por la enzima ATP incorporando (Figura 10)*".

R . A
. ‘-V\"'CG i Polimerasa B NNNTCCCGTTA C
CCGGAGGC(‘AAG = N~y P
$“/ 000
Sulfurilasa
T PPi .- NNNTCCCGTTA ?
T p Y
ATP = -— Pocillo 1
L ATP,
o p Guciferaf) { N\
a Oxiluciferina Luciferasa
(emision de luz)

“‘ D E F G
000 NNNTCCCGTTA NNNTCCCGTTA NNNTCCCGTTA
NNNTCCCGTTA Hhﬁ E!!i

4 4 4
4 Pocillo 1 5 Pocillo 1 5 Pocillo 1 5
Pocillo 1 3 b 2 2
z 1

1 1 1

N AT AT G AT GC

Figura 10: Técnica de pirosecuenciacion. Imagen adaptada de Bartolomei MS & Ferguson-Smith AC?. (A) Re-
sumen de la técnica con las enzimas implicadas. (B) Comienzo de la reaccion: se dispensa el nucledtido comple-
mentario a la primera posicion a analizar. Por lo general, en cada paso se dispensan tres nucleotidos iguales. (C) La
polimerasa adiciona ese nucledtido al cebador, liberandose un grupo pirofosfato (PPi), que la sulfurilasa convierte
a ATP, siendo utilizado por la luciferasa para emitir luz. Esta luz sera proporcional al nimero de ATPs utilizados
(y por tanto, al de nucledtidos incorporados). La apirasa elimina los nucledtidos no incorporados. (D) El software
interpreta esa emision de luz y en el pirograma dibuja esa intensidad. Bajo el pico del pirograma, el software repre-
senta la base complementaria a la dispensada, que corresponde a la secuencia que se quiere analizar. Se dispensan
los nucledtidos correspondientes a la segunda posicion a analizar. (E) La polimeasa incorpora los nucleotidos
complementarios, repitiéndose el proceso representado en la figura (C). En este caso, dado que son dos los nu-
cledtidos incorporados, la emision de luz sera el doble y, por tanto, la grafica representa un pico con el doble de
intensidad. (F-G) El proceso contintia con la adicion del resto de nucle6tidos y la generacion del pirograma, donde
la intensidad de cada pico es proporcional al nimero de nucledtidos de ese tipo presentes en la secuencia a analizar.
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Una de Ilas aplicaciones de la
pirosecuenciacion es la cuantificacion
de la metilacion de regiones del ADN
susceptibles de metilacion. Analiza
y cuantifica en un Unico ensayo la
metilacion de multiples regiones CpG.
Para ello es necesario partir de una
muestra modificada con bisulfito de
sodio.

En todos estos métodos basados
en PCR, el disefio de cebadores es
clave para una amplificacion exitosa.
Los cebadores para los métodos
cuantitativos de PCR post-bisulfito
idealmente deben estar libres de las
CpGs. Si no es posible debido a la alta
densidad de CpGs, se puede incluir
un CpG en el extremo 5’ del cebador.
Estos cebadores degenerados deben ser
sintetizados con Y (C/T) en la hebra
forward y R (G/A) en el reverse, de
manera que puedan unirse tanto al alelo
metilado como al no metilado. Ademas,
los cebadores para PCR post-bisulfito
deben contener citosinas suficientes
en la secuencia original para evitar la
amplificacion de ADN no modificado.
El problema principal de la PCR post-
bisulfito es el sesgo de la PCR, que se
debe a que a veces las moléculas de
ADN metilado y no metilado amplifican
con eficiencias muy diferentes*’. Para
comprobar el sesgo de la PCR, se
recomienda realizar para cada ensayo
un experimento utilizando cantidades
conocidas de ADN gendmico metilado
y no metilado®.

Ademads, como ya se ha comentado
previamente, la  conversion  por
bisulfito a menudo es incompleta (sobre
todo en regiones ricas en CpQG), por lo
tanto en este tipo de ténicas se requiere

el uso de controles apropiados (ADN
completamente metilado y no metilado)
junto con el analisis de las muestras que
queremos estudiar.

Las vertiginosas y continuas mejoras
en la tecnologia hacen que el estudio
de la metilacion del ADN sea cada
vez mas accesible y emocionante.
Indudablemente, no existe un método
que sea apropiado para todas las
aplicaciones. Por tanto, la comprension
de la base metodologica de cada técnica,
junto con la informacién del sesgo
inherente y de los artefactos asociados
a cada una de ellas, puede facilitar al
investigador la seleccion del método
mas apropiado para sus necesidades
especificas del estudio.

3. Técnicas diagndsticas
para las alteraciones
genéticas subyacentes

Tal y como se ha mencionado
previamente en este capitulo, las causas
subyacentes de las aberraciones en
el patron de metilacién pueden ser de
diferente naturaleza, y para identificarla
es necesario que una vez se detecte la
pérdida/ganancia de la metilacion, se
realicen diversas determinaciones.

3.1. Estudio de ganancias o
pérdidas en el numero
de copia

3.1.1. (MS)-MLPA

Como se ha indicado en el apartado
previo, la técnica del MS-MLPA es, a
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dia de hoy, el inico método que permite
identificar en un sdlo experimento,
tanto alteraciones en el patron de
metilacién como en el nimero de copia
de la region estudiada. Asi pues, si la
causa subyacente de una aberracion
en la metilacion fuese una pérdida/
ganancia en el numero de copia de esa
region, mediante esta técnica se podria
confirmar en el mismo estudio.

El paso en el que la técnica MS-
MLPA detecta alteraciones en el
numero de copias (MLPA), se basa en
la amplificacion de un gran numero
de sondas, de forma simultanea,
con el uso de una Unica pareja de
primers. Cada una de estas sondas
estan formadas por 2 oligonucledtidos
adyacentes, que se hibridan con
sus regiones complementarias de la
muestra de ADN a estudio, uniéndose a
continuacién mediante una ligasa para
formar una Unica sonda. Al presentar
cada sonda un tamario diferente, todas
pueden separarse y visualizarse a la
vez durante la electroforesis capilar,
obteniéndose un electroferograma.
La altura relativa de cada pico del
electroferograma (correspondiente
a cada sonda) al compararla con la
altura relativa correspondiente a las
sondas de referencia, refleja el numero
de copia de cada secuencia diana
complementaria a cada sonda. La
delecion de una o mas secuencias diana
provoca la disminucion de la altura
del pico correspondiente, mientras que
una altura de pico mayor indicaria la

presencia de duplicacion*.

3.1.2. Cariotipo convencional

Se trata de una prueba para examinar
cromosomas en una muestra de células,
lo cual puede ayudar a identificar
problemas genéticos como la causa
de un trastorno o enfermedad. Por
medio de esta prueba se pueden
identificar alteraciones en el nimero
de cromosomas, asi como cambios
estructurales dentro de ellos*+¢,

Para el estudio cromosoémico se debe
realizar el cultivo de un tejido del
individuo donde las células crezcan y
se dividan rapidamente. El tejido mas
accesible para ese fin es la sangre y las
células que crecen son los linfocitos.
La estimulacion de la division celular
(durante 72 horas) se logra con la
adicion de un factor mitogénico como
es la fitohemaglutinina?’. Pasado ese
tiempo, se agrega una solucion de
colchicina al medio para detener la
division celular y evitar que las células
completen la mitosis*®. La colchicina
actua inhibiendo la formacion del huso
mitdtico y las células que alcanzan la
metafase se acumulan en el cultivo.
Luegoseagregaunasolucionhipotonica
que provoca que las células se hinchen
y se les hace estallar con una técnica de
goteo sobre un portaobjeto liberando
los cromosomas®. Posteriormente el
material se fija y se tifien de acuerdo a
las diferentes técnicas. El bandeo G es
el mas utilizado en citogenética clinica.
Se logra con un tratamiento controlado
con tripsina antes de la coloracion
con Giemsa y produce bandas claras
y oscuras en los cromosomas. Las
bandas oscuras contienen ADN rico
en bases A-T que replica tardiamente
y son pobres en genes constitutivos y




Capitulo 1: CONCEPTOS BASICOS: TECNICAS MOLECULARES PARA
EL ESTUDIO DE ENFERMEDADES DE IMPRONTA

las bandas claras contienen ADN rico
en G-C que replica tempranamente y
tienen muchos genes constitutivos®®3!.

Se trata de una metodologia sencilla y
de bajo coste, que permite identificar
anomalias numéricas y estructurales
(deleciones, duplicaciones,
traslocaciones, inversiones) de los
cromosomas. Sin embargo, la mayor
desventaja del bandeo cromosomico es
que esta limitado a células en division
(cromosomas en metafase), lo que
requiere utilizar técnicas de cultivo
celular retrasando el diagndstico.
Asimismo, la resolucion estd limitada
a reordenamientos  cromosomicos
mayores a 5 Mb de tamafio®>>4.

3.1.3. FISH

La hibridacion in situ fluorescente
(FISH) es una técnica de hibridacion
que se realiza directamente sobre
tejido, células o  cromosomas
localizados sobre un soporte soélido.
El primer paso de la técnica consiste
en la desnaturalizacion del ADN para
separar la doble hélice. A la muestra
desnaturalizada se le afiade entonces
la sonda de interés (fragmento de
ADN marcado). Las sondas hibridan
con las regiones especificas para las
que han sido disefiadas. Después,
se tifien los nucleos con un color de
contraste inespecifico (generalmente
DAPI). Las sondas de ADN pueden
marcarse con moléculas fluorescentes
denominados fluor6foros (método
directo) o no fluorescentes que se
detectan con anticuerpos fluorescentes
(método indirecto). Por ultimo, se
visualiza la muestra preparada bajo

un microscopio de fluorescencia
identificando el ntimero de sondas y
su localizacion®>®.

Por tanto, se trata de una técnica mixta
de citogenética molecular que permite
detectar  anomalias  cromosomicas
estructurales (como las
submicroscopicas) que se encuentran
mas alla de la resolucion de cariotipo

deleciones

de bandeo cromosémico, de manera que
incrementa la especificidad, sensibilidad
(permitiendo la  identificacion  de
alteraciones de hasta 1Kb) y resolucion
del andlisis cromosomico (hasta
1-3Mb)*"*, Segtin el disefio de la sonda
de hibridacion especifica, el FISH
puede ser centromérico, especifico de
locus, subtelomérico, de brazos cortos
y/o largos, de pintado cromosomico,
etc...®. Su gran virtud es que permite
identificar las células donde se produce
la alteracion. Otra ventaja respecto al
cariotipo convencional es que puede
aplicarse sobre células en interfase (no
requiere células en division) y facilita
su analisis sobre un mayor numero
de células®. No siempre es posible
tener nucleos fijados en metafase
para realizar el FISH, y los resultados
obtenidos no seran tan especificos. Sin
embargo, el FISH en interfase tiene la
ventaja de que no es necesario cultivar
previamente las células durante
diversos dias antes de poder analizar
sus cromosomas. Ademas, cuando las
células se encuentran en interfase, la
cromatina esta en torno a 10000 veces
mas descondensada que en metafase,

lo cual permite una mayor resolucién
de hasta 190Kb3'62,
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3.1.4. Array CGH (aCGH)

La Hibridacion Genomica Comparada
(CGH) es una técnica de arrays
utilizada para identificar en una sola
hibridacién variaciones en el nimero
de copias del genoma (ganancias y
pérdidas)®, por tanto, las técnicas
basadas en microarrays permiten
estudiar miles de /oci simultaneamente.

Una coleccion (array) de ADNs
consiste en un gran namero de
moléculas de ADN ordenadas sobre un
su strato solido®. A estos fragmentos
de material genético de una sola hebra,
inmovilizados en el soporte se les
denomina sondas. Los acidos nucleicos
de las muestras a analizar se incuban
sobre el panel de sondas, permitiendo la

ADN PACIENTE ~ ADN CONTROL

hibridacion de secuencias homologas.
Durante la hibridacion, las muestras
de material genético se uniran a sus
complementarias inmovilizadas en el
soporte del microarray, permitiendo
la identificacion y cuantificacion del
ADN presente en la muestra.

El aCGH se basa en el uso de dos
fluoréforos [Cyanine 3-dUTP (Cy3)
y Cyanine 5-dUTP (Cy5)] para
determinar el cambio en el nimero de
copias del ADN de la muestra a estudio
con respecto al ADN control. Asi,
las muestras de ADN que se vayan a
hibridar en un mismo array, se deben
marcar en paralelo, con Cy3 y CysS.
Generalmente, se recomienda marcar
la muestra problema con Cy3 y la
muestra de referencia contra la que se

W\
MARCAJE CGH microarray
cy3fey5 . X
B W&y &=
Combinacion
misma cantidad
HIBRIDACION x
® Anélizar

? S §‘<§ :
X y ESCANEO |

datos

Frowony
[

Figura 11: Esquema del proceso de analisis de arrays de CGH. El ADN problema y el ADN control se marcan
con diferentes fluorocromos (Cy3 y CyS5, respectivamente). Posteriormente se hibridan ambas muestran de
manera conjunta y equimolar con el array donde se localizan las sondas de las regiones a estudiar. Después
se escanea y se analizan los datos. Si el ADN problema presenta una pérdida en el nimero de copia en una
region concreta, hibridara mas ADN marcado con Cy5 (ADN control) con las sondas del array y al escanear se
visualizara un color rojo (correpondiente al Cy5 del ADN control). Sin embargo, si el ADN problema tiene una
ganancia, hibridarda mas ADN marcado con Cy3 y por tanto, al escanear se visualizara un color verde. Si existe
una cantidad equivalente de ADN problema y control, la region se visualizara en amarillo. Estas imagenes ob-
tenidas de la emision de fluorescencia de los diferentes fluorocromos se transforman en subidas (ganancias de
ADN) o bajadas (pérdidas de ADN) de lineas graficas. Figura modificada de www.crp-sante.lu
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compara con Cy5. Después de marcar
el material genético, se deja hibridar en
los microarrays durante 16-20 horas.
Una vez hibridado, se realizan los
lavados correspondientes para eliminar
el ADN que no haya hibridado o que se
haya unido de manera inespecifica y se
deja secar. Posteriormente, se escanea
el microarray y los datos obtenidos se
analizan con los diferentes software®
(Figura 11).

Es una potente técnica de estudio del
genoma completo con una resolucion
muy superior al cariotipo convencional
(100-1000 veces mas)**®. Dicha
resolucion dependera de la cantidad de
sondas empleadas en el microarray. De
hecho, existen aCGH de alta resolucion
que permiten detectar variaciones a
una resolucion de hasta 200pb%. No
necesita cultivo celular, se realiza a
partir de ADN, acortando asi los plazos
de entrega de resultados. Ademas,
presenta ventajas importantes con
respecto a otras técnicas como FISH
o MLPA, ya que permite en un solo
ensayo detectar ganancias y pérdidas
de material genético a lo largo de todo
el genoma

Sin embargo, este tipo de metodologia
solo permite detectar alteraciones en
numero de copias, por tanto, no permite
identificar traslocaciones balanceadas
u otros reordenamientos equilibrados
como las inversiones, al no existir en ellas
pérdidas o ganancias de ADN®. Ademas,
mediante aCGH es imposible detectar
poliploidias, ya que son cambios globales
de material genético, indetectables por
los sistemas de normalizacion de sondas.
Asimismo, otra limitacion potencial

para el uso del aCGH es el hecho de la
aparicion de alteraciones en un bajo nivel
de mosaicismo, que puede permanecer
sin ser detectado®.

3.2. Estudio de disomias
uniparentales (UPD)

3.2.1. Estudio de microsatélites

Las secuencias de tipo microsatélite
(SSR o STR, Simple Sequence
Repeats o Short Tandem Repeats),
muy abundantes en los genomas de
eucariotas y algunos procariotas, estan
constituidas por unidades cortas de 1
a 6 pares de bases, que se repiten en
tandem un elevado numero de veces.
Cadasecuencia STR se define por el tipo
de unidad repetida (lo méas frecuente
mono, di, tri o tetra, aunque también
penta o hexanucleotido) y por el sitio
que ocupan en el genoma (locus)®. Se
trata de secuencias altamente variables,
intra e interindividualmente”™. La
variacion se manifiesta normalmente
como diferencias en longitud entre los
distintos alelos del mismo locus. Estas
diferencias en longitud surgen de la
existencia de un nimero diferente de
repeticiones del motivo bésico en cada
microsatélite. Se ha estimado que la
tasa de mutaci 6n en los microsatélites
varia entre 102y 10 por generacion y
el mecanismo que explica mejor su alto
grado de polimorfismo en tamafio es
la acumulacion de errores producidos
por el deslizamiento de la polimerasa
durante la replicacion del ADN™.
Por tanto, esta caracteristica de los
microsatélites permite su empleo como
marcadores genéticos, ya que a pesar
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de que los microsatélites en si poseen
altas tasas de mutacion, las regiones
flanqueantes estdn mas conservadas
y se emplean para la amplificacion
especifica de los alelos de cada locus®.

Asi pues, su deteccion se basa en la
amplificacion por PCR de la region
que los contiene, empleando cebadores
complementarios a las regiones
flanqueantes (generalmente marcados
con un fluoréforo), y la posterior
visualizacion de la diferencia de tamafio
de estos amplicones en un analizador
de secuencias. De esta manera, se
puede determinar si las alteraciones
de la impronta (sobretodo en caso de
pérdidas de metilacion), pueden ser a
causa de disomias uniparentales (UPD).
En este tipo de determinaciones, es
muy importante seleccionar marcadores
genéticos informativos (polimoérficos)
y tener acceso a la muestra de los

NORMAL

ISODISOMIA

progenitores, para poder determinar
correctamente la trasmision de los alelos
desde los progenitores (isodisomia/
heterodisomia) (Figura 12).

3.2.2. Array de SNPs

Un polimorfismo de un solo
nucledtido o SNP (Single Nucleotide
Polymorphism) es una variacion o
sustitucion en la secuencia de ADN que
afecta a una sola base en la secuencia
del genoma. Como bien sabemos,
el genoma humano es diploide, es
decir, cada célula contiene dos copias
de la cadena de ADN (una heredada
de la madre y otra del padre), que se
denominan alelos. Asi pues, para cada
SNP existen dos alelos. El alelo mas
frecuente en la poblacion se denomina
mayoritario y se suele denotar como
A, y el menos frecuente se denomina
minoritario y se suele denotar como

HETERODISOMIA

INDICE
Y V.

MADRE 1

PADRE

Figura 12: Electroferograma de PCR fluorescente de marcadores microsatélite. Ejemplos de resultado normal,
isodisomia materna y heterodisomia materna. Cada pico azul corresponde a un alelo de la region amplificada
en la PCR fluorescente. Los fragmentos se localizan en funcion de su tamafio, de manera que lo mas pequefios
se visualizan mas a la izquierda. Asi, un individuo sano presenta 2 alelos (uno heredado del padre y otro de
la madre), que pueden ser iguales (1 pico) o diferentes (2 picos). Lo normal es que un hijo adquiera dotacion
genética de ambos progenitores y, por tanto, presente un alelo de cada uno de ellos. Cuando esto no ocurre,
nos encontramos ante un caso de disomia uniparental, que puede ser isodisomia (el hijo hereda un cromosoma
parental que se duplica y por tanto, se convierte en homozigoto para ese marcador) o heterodisomico (el hijo

hereda los dos cromosomas del mismo progenitor).
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a o B. Esto hace que para cada SNP
pueda darse tres combinaciones
posibles, dando lugar a tres genotipos
distintos: que las dos bases sean iguales
y correspondan al alelo mayoritario,
AA, llamado homocigoto dominante;
que sean distintas, Aa o AB, llamado
heterocigoto; o que ambas correspondan
al alelo minoritario, aa o BB, llamado
homocigoto recesivo’'. La importancia
de los SNPs radica en que son muy
frecuentes y estan distribuidos por
todo el genoma. De hecho, constituyen
hasta el 90% de todas las variaciones
genémicas humanas, y aparecen
cada 300 bases (como promedio), a
lo largo del genoma humano’™. Estas
variaciones en la secuencia del ADN
pueden afectar a la respuesta de los
individuos a enfermedades, bacterias,
virus, productos quimicos, farmacos,
etc...

Los array de SNPs permiten en un
unico ensayo determinar el genotipo de
un gran nimero de SNPs localizados
a lo largo de todo el genoma. En estos
casos, los arrays estdn compuestos
por sondas localizadas en regiones
adyacentes a SNPs. En un primer paso,
el ADN se amplifica y se fragmenta
para preparar la muestra problema
para su posterior hibridacion en el
array. E1 ADN preparado se hibrida en
los microarrays y se une a las sondas
complementarias correspondientes.
Una vez hibridada la muestra en el
array, se afaden los nucle6tidos
marcados. Después se escanean los
microarrays 'y los datos obtenidos se
analizan mediante un software.

La ventaja de este tipo de arrays, es que
ademas de determinar el genotipo de

cada SNP e identificar asi si existe algiin
tipo de pérdida de heterozigosidad
causado por una isodisomia a lo largo
de todo el genoma, es capaz de detectar
el nimero de copia, y por tanto, en un
mismo experimento se obtienen ambas
determinaciones” (Figura 13).

Sin embargo, en comparacion con
el estudio de microsatélites, se
trata de una metodologia de precio
elevado. Ademas, en caso de que la
causa subyacente sea debida a una
heterodisomia, donde en principio
no existirla homozigosidad, este
tipo de experimento no es capaz de
identificarlo, a no ser que se analice
también a ambos progenitores, con el
correspondiente coste adicional.

RFP T I {p o o isodisomia
= 104
|
0 5
10
= (el s

Figura 13: Resultado de SNP array donde se mues-
tra un paciente con isodisomia. Cada uno de los
puntos azules representa el resultado para un SNP
analizado a lo largo del cromosoma estudiado. (A)
El log R ratio representa el resultado de numero de
copia. Se calcula como el logaritmo del ratio de la
intensidad correspondiente a cada una de las dos va-
riantes del SNP. Si hay dos copias, el log R ratio nos
da un valor de cero, como en este caso. Si hay pérdi-
da, ira hacia -0,5 y si hay ganancia, hacia +0,5. (B)
La frecuencia del alelo B representa la frecuencia
del alelo minoritario: si el resultado es 1, indica que
el SNP de esa posicion es homozigoto B/B; si es 0,5,
el SNP es A/B; mientras que si es 0, el SNP es A/A
En este caso, el paciente es homozigoto a lo largo de
toda la region analizada. Considerando el resultado
de ambas graficas, se concluye que el paciente estu-
diado presenta una isodisomia.
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3.3. Estudio de genes
reguladores de
impronta

Hace una década, Arima et al™
y Mackay et al*® reportaron por
primera vez pacientes con TND que
presentaban epimutacion en PLAGI/
ZAC1 e hipometilacion en ICR2-11p15
(conocido como KvDMR), la alteracion
mas frecuente en pacientes con
Sindrome de Beckwith-Wiedemann
(BWS). Asi se evidencié por primera
vez el trastorno MLMD (Multilocus
Methylatioin Defect). Posteriormente,
se describieron mutaciones en ZFP57
en algunos de estos pacientes que
presentaban TNDM y MLMD,
vinculando asi por primera vez un gen
a una enfermedad de impronta con un
patrén autosdmico recesivo'.

Después, Meyer et al” detectaron
mutaciones en NLRP2 en pacientes
BWS con epimutaciéon en KvDMR y
MEST.

También se  han  identificado
mutaciones en NLRP7 asociados
a la aparicion recurrente de molas
hidatiformes biparentales familiares
(FHM) en los que existen anomalias
epigenéticos en multiples DMRs678,
Una mola hidatiforme es una masa o
tumor poco comun que se forma en el
interior del tutero al comienzo de un
embarazo y es un tipo de enfermedad
trofoblastica gestacional”. Esta bien
establecido que las molas completas
(MHC) son diploides y diandricas, es
decir, que tienen dos complementos
cromosOémicos, ambos  derivados
del padre. En el 90% de los casos

el complemento diploide surge de
la fertilizacion de un O&vulo vacio
(que ha perdido el nucleo) por un
espermatozoide que, una vez dentro
del 6vulo, duplica su material genético
(fertilizacidn monospérmica); en el otro
10% se originan por una fertilizacion
dispérmica, es decir, por la fertilizacion
simultdnea de dos espermatozoides a
un 6vulo vacio. Una tercera opcion,
mucho mas rara que las anteriores,
es la fertilizacion de un o6vulo vacio
por un espermatozoide previamente
diploide®#! (ver capitulo 9).

En definitiva, se han descrito varios
genes reguladores de impronta que
se deberian estudiar, sobre todo
en los pacientes donde se detecten
alteraciones de la metilacion en mas de
un locus. Para ello, la técnica que mas
se emplea es la amplificacion por PCR
y posterior secuenciacion del gen.

Lasecuenciacion automatica se basa en
la técnica de terminacion de cadena de
Sanger®?. Consiste enunaamplificacion
empleando dideoxinucledtidos
marcados con fluorocromos, que son
deoxinucleotidos que carecen de grupo
hidroxilo en el carbono 3’. Debido a
que la polimerasa necesita un grupo
hidroxilo en el carbono 3’ para formar
un enlace fosfodiéster y asi poder
agregar el siguiente deoxinucleétido, la
ausencia de este grupo conlleva el fin
de la sintesis de una nueva hebra. Asi,
en la reaccion de secuenciacion estan
presentes tanto los deoxinucle6tidos
(dATP, dTTP, dCTP y dGTP) como los
dideoxinucleotidos (ddATP, ddTTP,
ddCTP y ddGTP), pero estos ultimos
en menor proporcion puesto que son los
encargados de detener la reaccion de
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amplificacion de la polimerasa. Por lo
tanto tras la reaccion de secuenciacion
se generan una serie de cadenas
sencillas de ADN cuyos tamafos
difieren en una tnica base. Finalmente
en la secuenciacion automatica se
separan las diferentes hebras de ADN,
basandose en el tamafio/carga, mediante
electroforesis capilar y se detectan las
diferentes longitudes de onda emitidas
por los fluorocromos al ser excitados
por el laser, obteniendo finalmente un
cromatograma (Figura 14).

NORMAL

CATCC TG A AMTACCNCAT TG G TG AT

MUTACION

Figura 14: Electroferograma de la secuenciacion de
un fragmento de ADN. La grafica de arriba representa
la secuencia normal, mientras que la de abajo incor-
pora una mutacion en heterozigosis (indicado por una

flecha: sustitucion de una adenina (A) por guanina (G).

RESUMEN

Las enfermedades de impronta pueden estar causadas por varios meca-
nismos: mutacion genética, delecién o duplicaciéon cromosémica, disomia
uniparental (UPD, uniparental disomy) y defectos de impronta (variacio-
nes/mutaciones epigenéticas).

Son muchas y variadas las técnicas que nos permiten el estudio de estas
alteraciones y es importante conocer las ventajas y desventajas de cada
una y lo que realmente nos permite identificar para un correcto diagnds-
tico molecular.

Actualmente, la técnica de MS-MLPA es de las mdas completas, al permi-
tirnos detectar simultdneamente ganancias o pérdidas de copia de ma-
terial genético junto con alteracién en el patrén de metilacion. Pero no
nos permite identificar UPD ni alteraciones cromosémicas, por lo que, en
algunas ocasiones, serd necesario recurrir a otras técnicas para completar
el estudio.

Es imprescindible el estudio de las posibles alteraciones genéticas subya-
centes a las alteraciones del patrén de metilacién identificado de cara a
un adecuado consejo genético a los pacientes y sus familiares.
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1. Revision clinica:
principales aspectos
diagnosticos

1.1. Infroduccion

La diabetes mellitus neonatal es una
entidad clinica poco frecuente, con una
incidencia aproximada de 1/50.000
recién nacidos vivos/afio'*. Actualmente
se conocen mas de 40 genes distintos que
pueden producir este fenotipo’. Aunque,
stricto sensu, el periodo neonatal abarca
las primeras 4 semanas de vida, el
descubrimiento de nuevos subtipos de
diabetes neonatal ha hecho que la edad
limite para considerar una posible causa
monogénica se haya ido ampliando
sucesivamente a 45 dias®, 3 meses’, 6
meses® e incluso al primer afio de vida®.
Por ello, se ha sugerido que el término
“diabetes monogénica del lactante” seria
un nombre mas apropiado que “diabetes
neonatal™, pero este Gltimo todavia se
utiliza extensamente.

Clasicamente, se han descrito dos

formas de evolucion de la enfermedad:
una transitoria, en la que la diabetes
se resuelve espontanecamente en los
primeros 18 meses de vida, y otra
permanente, en la que la alteracion
hidrocarbonada requiere tratamiento
de por vida®. En el momento del
diagnoéstico inicial suele ser dificil
distinguir entre ambas formas evolutivas
ya que las caracteristicas clinicas (e,
incluso, los genes) se solapan entre si’.

1.2. Diabetes neonatal
fransitoria

Ladiabetes neonatal transitoria (TND) es
una alteracion del desarrollo pancreatico
que afecta a la produccion de insulina y,
como su nombre indica, se resuelve en
el periodo posnatal. Representa el 50-
60% de los casos de diabetes neonatal
diagnosticados en los primeros tres
meses de vida'"'2. El 70% de los casos
se deben a alteraciones genéticas y
epigenéticas en la regién cromosomica
6q24 (TND-6q24)'>".
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1.3. Presentacion clinica
de la diabetes
neonatal transitoria
por alteraciones de la
region 6q24

La TND-6q24 afecta por igual a nifios
y nifias. Los pacientes, a menudo, son
pequetios para la edad gestacional debido
a la presencia de retraso del crecimiento
intrauterino’*”, y tipicamente se afecta
mas el peso que la longitud (retraso de
crecimiento intrauterino disarménico)'.
La insulina es el factor de crecimiento
prenatal mdas importante'¥, por lo que
este patron de crecimiento intrauterino
sugiere que la deficiencia de insulina
es mas precoz y/o mas intensa que
en otras formas de diabetes neonatal
transitoria. Tipicamente, el retraso de
crecimiento es menos marcado cuanto
antes se produce el parto, sobre todo en
nacimientos prematuros, lo que ocurre
cada vez con mayor frecuencia debido
a la vigilancia estrecha de la evolucion
del crecimiento fetal. Aunque los niveles
de insulina plasmatica no han podido
medirse intraitero en estos pacientes,
son claramente bajos para la magnitud
de la hiperglucemia poco después del
nacimiento'®!?,

Estos pacientes suelen presentar
hiperglucemia muy precozmente®, con
frecuencia ya en la primera semana de
viday antes de recibir el alta hospitalaria,
pero es posible que se diagnostiquen
mas tarde en funcion de la presencia/
ausencia de sintomatologia clinica
asociada y/o la cantidad de insulina
endogena residual'3>2%2!, Normalmente
la diabetes cursa sin cetoacidosis, lo
que sugiere que, aunque en niveles muy
bajos, se mantiene una cierta produccion

de insulina'>'®"®, La deshidratacion,
en cambio, puede ser muy rapida
y muy intensa!®, constituyendo un
verdadero  estado  hiperglucémico
hiperosmolar?2. Aunque la mayoria de
los pacientes requieren tratamiento con
insulina durante la fase aguda'*", los
requerimientos insulinicos suelen ser
inferiores que en el caso de la diabetes
neonatal permanente'®. Como se ha
mencionado previamente, los niveles
de insulina y péptido C plasmaticos
estan disminuidos en el momento
del diagnoéstico'®, no se detectan
autoanticuerpos frente a las células de
los islotes pancreaticos (tipicos de la
forma mas frecuente de diabetes en la
infancia, la diabetes tipo 1) y el pancreas
puede visualizarse mediante ecografia/
RMY". Sin embargo, estos datos no son
especificos y no permiten diferenciar
bien entre la diabetes neonatal transitoria
asociada a 6q24 y otras formas de
diabetes neonatal.

En resumen, debe sospecharse TND-
6q24 en los pacientes que presenten los
hallazgos clinicos referidos en la tabla 1.

Tabla 1. Principales hallazgos clinicos
asociados a diabetes neonatal transitoria por
alteracion en 6q24

1. Retraso de crecimiento intrauterino (menos
evidente en recién nacidos pretérmino).

2. Diabetes mellitus que comienza en las pri-
meras 4 semanas de vida y asocia las si-
guientes caracteristicas:

a. Hiperglucemia, generalmente marcada.
b. Deshidratacion secundaria.

c. Insulina/péptido C disminuidos en
presencia de hiperglucemia.

d. Ausencia de cetosis/cetoacidosis.
e. Ausencia de anticuerpos pancreaticas.

f. Presencia de pancreas en las pruebas de
imagen.
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1.4. Prondstico a largo plazo

La mayoria de los pacientes con
TND-6q24 mejoran rapidamente en
los primeros meses de vida®, con
resolucion espontanea de la diabetes
sobre los 3-4 meses de edad'*'¢", Solo
excepcionalmente, puede durar mas de
un afno'. Las necesidades de insulina
van disminuyendo progresivamente y
los nifios experimentan una recuperacion
del crecimiento durante el primer afio
de vida, normalizando el peso y la talla
sobre los dos afios de edad'®.

A lo largo de los primeros afios tras
la remisioén, la hiperglucemia puede
manifestarse ocasionalmente, sobre todo
durante las enfermedades intercurrentes,
debido a un defecto compensado de la
secrecion de insulina enddgena®. Se han
descrito también casos en los que los
pacientes con TND-6q24 desarrollan,
en lugar de diabetes, hipoglucemia
secundaria a hiperinsulinismo
precozmente tras la remision®.

La diabetes acaba recidivando en cerca
del 50% de los pacientes, a menudo
durante la  pubertad, exhibiendo
intolerancia a la glucosa o diabetes
franca, ambas caracterizadas por cierto
grado de insulinorresistencia!>!6123,
La recidiva puede  presentarse
asimismo en futuros embarazos en las
mujeres afectadas, en los que se pone
de manifiesto en forma de diabetes
gestacional”®. Lamentablemente no
existen datos prospectivos sobre la
edad de recurrencia, la posibilidad de
que ésta ocurra o el tipo de alteracion
hidrocarbonada que se manifestara.
Aunque los pacientes con TND-6q24

no suelen presentar cetoacidosis, si
hay datos aislados que sugieren que
pueden  presentar  complicaciones
cronicas derivadas de la hiperglucemia
mantenida®.

2. Morbilidad asociada
y Tratamiento

2.1. Morbilidad asociada

La anomalia congénita asociada mas
frecuentemente a la TND-6q24 es la
macroglosia (44% de los casos), que
puede aparecer con cualquiera de los
mecanismos moleculares implicados
(véaseelapartadodecorrelacion genotipo-
fenotipo). Otras malformaciones, como
hernia umbilical y rasgos faciales
dismoérficos, afectan aproximadamente
a un 20% de los pacientes. Con menor
frecuencia se observan anomalias de
las vias wurinarias (duplicidad renal,
ectasia piélica/hidronefrosis y reflujo
vesicoureteral)  (9%),  cardiopatias
congénitas (conducto arterioso
persistente, tetralogia de Fallot, defectos
del tabique interauricular y foramen oval
permeable) (9%), malformaciones de las
manos (clinodactilia, polidactilia, ufias
y dedos cortos) (8%) e hipotiroidismo
(4%)*. Ocasionalmente se han descrito
también  alteraciones  neuroldgicas
(hipotonia, retraso motor, epilepsia,
alteraciones visuales y auditivas)'4*,
aunque ¢éstas pueden deberse al
subgrupo genético. Las comorbilidades
asociadas deben ser tratadas por los
especialistas correspondientes (cirugia
pediatrica, cardiologia/cirugia cardiaca
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infantil, nefrologia/urologia pediatricas,
neuropediatria, etc.).

2.2, Tratamiento de la
diabetes

Dado que no se debe recurrir a la
restriccion caldrica y de glucosa en un
intento de evitar o retrasar el tratamiento
con insulina, la administracion precoz
de insulina esta indicada en la mayoria
de los recién nacidos con diagnostico
reciente de diabetes para tratar o prevenir
la descompensacion metabolica aguda y
para permitir el aumento de peso*. La
pauta de tratamiento con insulina mas
adecuada debe ser cuidadosamente
disefiada en funcion del manejo
nutricional y la monitorizacion frecuente
de la glucemia.

Inicialmente tanto la rehidratacion
como la administracion de insulina
se realizan por via intravenosa. En
cuanto se resuelven la deshidratacion
y la hiperglucemia, y siempre que la
situacion clinica del paciente lo permita,
se debe iniciar la administracion de
insulina subcutanea®. La insulina
puede ser proporcionada en forma
de multiples inyecciones diarias o,
mejor aun, como infusion subcutanea
continua®. Puede ser necesario recurrir
a la insulina diluida para satisfacer los
requerimientos tan bajos de la misma y
reducir al minimo el riesgo de ocasionar
hipoglucemia. En los recién nacidos
con nutricion parenteral o alimentacion
enteral continua, la dosis diaria total
de insulina se debe administrar como
infusion basal. Mientras se hagan
mas de 6 tomas alimentarias al dia, la

administracién de dosis elevadas de un
analogo de accion prolongada asociado
a pequefios bolos de un analogo
de accion ultrarrapida antes de las
comidas permite mantener la glucemia
relativamente estable®*. A medida que
las tomas se van espaciando, el aumento
de las necesidades de insulina asociada
a las comidas requieren aumentar las
dosis de analogos de insulina de accion
rapida y la insulina basal tiene que ser
reducida concomitantemente. Dado que
la ingesta de alimentos en los lactantes
es con frecuencia impredecible, la
administracion de insulina postprandial
inmediata puede ser considerada en
ciertas circunstancias!>?82%31:32,

El tratamiento con insulina exdgena
puede retirarse progresivamente cuando
los niveles de glucosa en sangre se
vayan estabilizando dentro del rango
de normalidad al entrar el paciente en la
fase de remision.

Una vez la diabetes ha remitido, es
importante alertar a los padres de
la posibilidad de recurrencia de la
enfermedad, especialmente durante
las enfermedades intercurrentes. En
caso de sed excesiva, poliuria/nicturia
o infecciones bacterianas repetidas, es
recomendable la determinacion puntual
de la glucemia. La determinacion
periodica de la hemoglobina glicosilada
(HbA1), seguida o no por la utilizacion
de sistemas de monitorizaciéon continua
de glucosa (CGM), permite detectar las
posibles recurrencias de manera precoz.
Alternativamente, pueden realizarse
pruebas de tolerancia a la glucosa oral
de forma ocasional. En cualquier caso,
los resultados anormales en cualquiera
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de estas pruebas deben sugerir la
posibilidad de recurrencia®.

Existen pocos datos en los que apoyarse
para establecer unas buenas précticas
de tratamiento en aquellos pacientes en
los que la enfermedad recurre. Si bien
el tratamiento con insulina consigue un
buen control metabdlico, generalmente
con dosis inferiores a las utilizadas en
la diabetes tipo 1, algunos grupos han
presentado también buenos resultados
con el tratamiento con sulfonilureas®-
o inhibidores de la enzima dipeptidil
peptidasa 4. Son necesarios ensayos
clinicos para validar la eficiencia de
estos agentes hipoglucemiantes como
tratamiento de primera linea®®.

3. Manejo clinico de los
pacientes

Los pacientes con diabetes neonatal
transitoria secundaria a anomalias de la
region 6q24 requieren un seguimiento
multidisciplinar que involucre al
menos a especialistas en neonatologia
y endocrinologia pediatrica. En este
sentido, es importante realizar un
diagnoéstico precoz para minimizar los
riesgos asociados a la deshidratacion
secundaria a la hiperglucemia que puede
causar graves secuelas a largo plazo si
no se trata rapidamente, asi como evitar
los factores generales que predisponen
a la diabetes de inicio tardio (como
el aumento de peso) o los factores de
riesgo cardiovasculares (por su posible
asociacion con complicaciones micro
y macrovasculares). Idealmente, los
pacientes deberian ser evaluados en

una consulta de genética clinica para
garantizar que los estudios moleculares
a realizar son los mas adecuados para el
paciente (y, en su caso, sus progenitores)
y recibir asesoramiento genético sobre
el riesgo de recurrencia en funcion del
mecanismo molecular implicado.

La wvaloracion clinica inicial de los
pacientes deberia incluir al menos los
siguientes datos:

*  Peso, longitud y perimetro cefalico,
al nacer y después periodicamente.

*  Glucemia, insulina y péptido C,
autoanticuerpos contra las células
beta pancredticas y valoracion
de la anatomia del pancreas (por
ecografia o resonancia magnética).

*  Exploracion dismorfo6logica
general, incluyendo la evaluacion
del tamatfio de la lengua y ombligo.

* Ecocardiograma. En caso de
alteracion, interconsulta a
cardiologia pediatrica.

*  Pruebas de funcion renal y ecografia
renal. En caso de alteracion,
interconsulta a nefrologia pediatrica.

¢ Pruebas de funcién tiroidea.

*  Exploracion neurolégica y
evaluacion del desarrollo. En caso
de alteracion, resonancia magnética
cerebral e interconsulta a neurologia
pediatrica.

4. Diagnostico diferencial

En el momento del diagnostico puede ser
dificil diferenciar una diabetes neonatal
asociada a alteraciones en 6q24 de otras
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formas de diabetes neonatal aunque la
gravedad del retraso en el crecimiento,
la presentacion especialmente temprana
y la velocidad en la recuperacion pueden
llegar a sugerirlo como el diagnostico
mas probable’®®, La macroglosia y
la hernia umbilical se han descrito
unicamente en la diabetes neonatal
asociada a 6q24°8.

Ademas de las alteraciones en la banda
6924, se han descrito otras alteraciones
genéticas que pueden producir diabetes
neonatal transitoria.

4.1. Alteracion en los genes
de los canales de
potasio pancredticos

Los canales de potasio sensibles al ATP
(K,;p)> situados en la membrana de la
célula beta pancreatica, son complejos
heteroctaméricos formados por cuatro
subunidades Kir6.2, que constituirian
el poro del canal, y cuatro subunidades
SURI, que formarian la parte externa
del canal y actuarian como regulador de
éste®. Estan codificados por los genes
KCNJ1I 'y ABCCS, respectivamente.
Desde un punto de vista fisiologico,
cuando la célula beta se encuentra en
reposo, los canales K, . estan abiertos,
permitiendo la salida de potasio desde
la célula beta al exterior. Con la entrada
de glucosa en la célula y su posterior
fosforilacién para incorporarse al ciclo
de Krebs, los niveles intracelulares
de ATP aumentan y los canales de
potasio se cierran, lo que conlleva la
despolarizacion de la membrana y la
consiguiente apertura de los canales
de calcio dependientes del voltaje. La

entrada de calcio al interior de la célula
permite la exocitosis de la insulina®.
Estos dos genes son responsables del 33-
50% de los casos de diabetes neonatal
permanente y del 26% de los casos de
diabetes neonatal transitoria'>.

Desde el punto de vista clinico, los
pacientes presentan bajo peso al
nacimiento,aunqueel gradodeafectacion
suele ser mas bajo que en los pacientes
con diabetes neonatal transitoria
secundaria a alteraciones de la region
6q24'5. Ademas de la hiperglucemia,
tienen cetosis o cetoacidosis, lo que
indica una mayor deficiencia de insulina
en los portadores de una alteracion
en los genes del canal de potasio. En
general, la diabetes se diagnostica mas
tarde (media: 1-3 meses) y la remision
es mas prolongada'>'®, Existe una
cierta correlacion genotipo-fenotipo en
funcion del impacto de la mutacion en la
capacidad de union al ATP?’,

4.2. Gen de la insulina (INS)

Tras las mutaciones en el canal K, ,
constituye la segunda causa mas
importante de diabetes neonatal
permanente. Las mutaciones en
heterozigosis en el gen INS afectan
a aproximadamente un 25% de los
pacientes con diabetes menores
de 6 meses™®®. También se han
descrito pacientes con mutaciones en
homozigosis, que suelen diagnosticarse
antes que los que presentan variaciones
en heterozigosis y tienen un menor peso
al nacimiento, similar a los que ocurre
con la diabetes neonatal asociada a
6q24%. Cuando las variantes (tanto en
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homozigosis como en heterozigosis)
se encuentran en la zona codificante,
se asocian con la forma permanente,
mientras que si se localizan en la region
reguladora pueden ser responsables
tanto de la forma permanente como de
la transitoria®.

4.3. Diabetes neonatal
asociada a HNFI1B

Aunque infrecuente, se han descrito
algunos casos de diabetes neonatal
transitoria asociada a mutaciones en
HNF1B*, que también puede recurrir
posteriormente. Por lo general los
pacientes con mutaciones en HNFIB
presentan quistes renales asociados
o no a diabetes de aparicion en la
adolescencia o juventud*#,

4.4. Diaobetes neonatal
asociada a NEUROG3

Otra causa infrecuente de diabetes
neonatal transitoria son las mutaciones
recesivas en el gen NEUROG3, aunque
en estos casos la sintomatologia
predominante es intestinal en forma de
diarrea malabsortiva grave congénita®’.

5. Alteraciones
genéticas asociadas

A pesar de que la diabetes neonatal
transitoria (TND, OMIM #60410) fue
reconocida como una entidad clinica en
1926, no se sospecho que fuera debida
a una alteracion genética relacionada
con el imprinting hasta 1995, cuando se

asociod a la disomia uniparental paterna
del cromosoma 6 [UPD(6)pat]*. Desde
entonces, los estudios realizados han
permitido localizar el locus responsable
de la TND en el brazo largo del
cromosoma 6 (6q24) y confirmar que
presenta imprinting materno, es decir,
que en condiciones normales sélo se
expresa el alelo paterno?'-*,

Se ha propuesto la sobreexpresion de
los genes PLAGLI (ZAC) e HYMAI
como posible responsable de la
diabetes neonatal transitoria® ya que
ambos se encuentran improntados en
el cromosoma materno. La expresion
monoalélica de ambos genes se produce
desde un promotor que coincide con
la region diferencialmente metilada
(DMR, differentially methylated region)
asociada con TND®. La pérdida de
la metilacion materna en este DMR
conlleva la relajaciéon de la expresion
monoalélica normal de ambos genes®'.

El gen PLAGLI codifica para una
proteina de dedos de zinc implicada
en la regulacion de la apoptosis y
parada del ciclo celular a nivel de
G,”. Se trata de un regulador de la
transcripcion del receptor de tipo 1
del péptido activador de la adenilato
ciclasa hipofisaria, que a su vez es un
importante regulador intra-islote de
la secrecion de insulina estimulada
por glucosa®. Asi, la sobreexpresion
de PLAGLI podria alterar la funcién
pancreatica mediante uno o varios de
los siguientes mecanismos: a) alterando
la proliferacion o la muerte programada
de las células beta pancreaticas; b)
alterando la regulacion transcripcional
del pancreas endocrino o, c¢) afectando
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a la expresion génica de las células beta
maduras, con la consiguiente alteracion
de la secrecion de insulina en respuesta
a glucosa u otros estimulos™.

PLAGLI tiene dos promotores, pero
s6lo el localizado en el extremo 3’
estd improntado; el localizado en
5’, unas 50kb mas centromérico, no
estd improntado y es el promotor
principal en varios tejidos, incluyendo
la sangre®. Esta presencia de dobles
promotores ha permitido hipotetizar
la posible asociacion entre PLAGLI y
la TND: la presentacion neonatal de la
TND pudiera estar asociada con una
sobreexpresion fetal de PLAGLI a partir
de su alelo metilado en un momento y
tejido donde el promotor no metilado
no se usa. La remision postnatal de
la enfermedad podria deberse a la
activacion postnatal de este promotor no
metilado en determinados tejidos clave.
La posible aparicion con el tiempo de la
diabetes tipo 2 en estos pacientes seria el
resultado de una sobreexpresion cronica,
pero modesta, del alelo metilado'’.

HYMAI codifica para un RNA no
codificante. Tiene una expresion ubicua
desde el mismo promotor y en la misma
orientacion que PLAGL**%. Aunque se
desconoce su funcion, dado el papel que
juegan otros RNAs no codificantes como
HI19 y KCNQIOTI en la regulacion de
otros genes improntados, es posible que
HYMAI sea esencial para el control de
PLAGLI.

Diferentes estudios en nifios con diabetes
neonatal transitoria han observado que
la sobreexpresion de PLAGLI e HYMAI
puede producirse a través de alguno de
estos mecanismos™:

disomia paterna: La mayoria de
las UPD(6)pat son isodisdémicas,
es decir, el paciente hereda dos
copias del mismo cromosoma 6 de
su padre (bien completo’, o bien
de la zona mas distal del brazo
largo®) y ninguno de la madre. Este
individuo expresa ambas copias
de la region ya que ninguna estara
improntada. Esta alteracion se
ha identificado en el 41% de los
casos®®2, Se asume, aunque no ha
sido probado, que el origen de esta
alteracion es la duplicacion del
cromosoma homologo paterno en
un estadio muy temprano de una
célula embrionaria generada de un
gameto materno nulisdmico para el
cromosoma 6%,

la duplicacion submicroscopica de
la region 6q de origen paterno se
presenta en el 29% de los pacientes.
Esta alteracion conlleva la presencia
de dos copias del gen PLAGLI ¢
HYMAI en el mismo cromosoma 6
paterno.

pérdida del imprinting materno o
epimutacion en el DMR PLAGLI1/
HYMALI: la pérdida de metilacion
(LOM, loss of methylation o
hipometilacion) del DMR PLAGLI1/
HYMAI materno conlleva una
expresion inapropiada de los alelos
maternos de PLAGLI ¢ HYMAI La
hipometilacion del DMR asociado a
TND es siempre completa, es decir,
hasta la fecha no se ha descrito
la posibilidad de mosaicismo
epigenético y es responsable del 30%
de los casos de TND. En el caso de
embarazos multiples®**, es posible
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la identificacion de hipometilacion
parcial en el hermano sano debido
al intercambio sanguineo feto-
fetal®, lo que implica la necesidad
del andlisis de otros tejidos y limita
las sensibilidad de los estudios
prenatales. La hipometilacion puede
ser exclusiva de la region 6q24 o
formar parte de una alteracion mas
generalizada llamada hipometilacion
en mutiples loci improntados (HIL,
hypomethylation — at  imprinted
loci)**% o defectos de la metilacion
enmultiples loci (MLMD, multilocus
methylation defects)®’. E145% de los
pacientes con TND-HIL presentan
mutaciones en homozigosis o
heterozigosis combinada en el gen
ZFP5 %5 el resto de las causas de
TND-HIL se desconocen. El patron
de hipometilacion es diferente en
funcidn de si existen o no mutaciones
en ZPF57, pero hasta la fecha
solo afectan a loci con impronta
materna®, Las “marca” epigenética
de los pacientes con mutaciones
en ZFP57 incluye LOM total para
PLAGLI, hipometilacion parcial de
PEG3 (19q13.4), e hipometilacion
parcial o completa de GRBIO
(7p12.2)*8, En el resto de pacientes
donde no se ha identificado alin
la causa genética subyacente, los
loci principalmente implicados son
MEST/PEG]I (7q32), ICR2/KvDMR
(11p15) y GNAS (20q13)'7:666,

6. Estudios moleculares

Cuando un
diagnostico

tiene un
diabetes

paciente
clinico de

neonatal transitoria pero no se han
realizado estudios moleculares, la causa
genética subyacente puede ser, como
mencionamos en apartados anteriores,
tanto alteraciones en 6q24 como
mutaciones en los canales de potasio.
Si se trata de un paciente diagnosticado
con menos de 6 meses de vida,
debieran considerarse tanto los estudios
moleculares de diabetes neonatal
transitoria como permanente’°,

En cuanto a TND asociada a 6q24,
los estudios moleculares podrian
clasificarse en varios niveles®'%%:

* Nivel 1: dado que la TND esta
causada por hipometilacion en
6924, identificar la pérdida de la
metilacion (independientemente de
la causa genética que la origina)
permite confirmar el diagndstico
clinico de la diabetes. Son muchas
las técnicas que nos permiten
analizar el nivel de metilacion
(MS-MLPA,  pirosecuenciacion,
MS-PCR, MS-SNuPE, arrays de
metilacion)!®*7172 v la eleccion
de la misma dependera de la
infraestructura de cada laboratorio.
Es importante el uso de controles
sanos para la correcta interpretacion
de resultados.

* Nivel 2: es necesario para un
correcto  consejo  genético ya
que permite caracterizar si la
alteracion en la metilacion se debe
a disomia paterna o a duplicacion
de la banda 6q24. Para la disomia
paterna puede emplearse el array de
SNPs o el andlisis de marcadores
microsatélites, en este ultimo
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caso se requiere el estudio de los
progenitores”™. Los estudios de
variaciones en el numero de copia
pueden realizarse mediante MS-
MLPA, tipado de microsatélites y
cariotipo molecular (array de SNPs
0 aCGH) y, en el caso de grandes
duplicaciones, FISH o analisis
citogenético™.

* Nivel 3: en el caso que los estudios
del nivel 2 hayan mostrado resultados
compatibles con la normalidad, nos
encontraremos antes un paciente
con hipometilacién materna. Como
hemos visto, esta hipometilacion
puede ser aislada (de causa genética
desconocida hasta la fecha) o
asociada a un defecto en la metilacion
mas generalizado, bien causado por
mutaciones en ZPF57 o de causa
desconocida. En el caso de familias
consanguineas o con un defecto mas
generalizado de la metilacion es
recomendable el estudio mediante
secuenciacion de ZFP57.

/7. Correlaciones
genotipo-fenotipo

Aunque no existen diferencias en cuanto
a las manifestaciones clinicas de la
diabetes en relacion con el mecanismo
molecular subyacente, si pueden existir
diferencias fenotipicas para el resto de
las caracteristicas clinicas asociadas.

7.1. UPD(6)pat

Los pacientes con isodisomia paterna
pueden presentar enfermedades recesivas

raras causadas por alteraciones genéticas
que se desenmascaran con la presencia
de esta doble carga paterna’™”; por
ejemplo, se han descrito casos de
acidemia metilmalénica™ o colestasis”’.
Otras posibles enfermedades en el
caso de isodisomia del cromosoma 6
completo serian la hiperplasia adrenal
congénita causada por deficiencia de
21-hidroxilasa” o la hemocromatosis
hereditaria asociada a HFE".

De hecho, son los pacientes pertenecientes
a este subgrupo molecular los que
asocian un mayor numero de anomalias
congénitas (macroglosia, hernia umbilical,
dismorfia facial, y, con menor frecuencia,
alteraciones renales o cardiacas)?.

7.2. Duplicacion paterna

Aunque inicialmente se mencionaba que
los pacientes con duplicacion paterna
del cromosoma 6 presentaban un retraso
del crecimiento mas importante que
aquello con UPD(6)pat o epimutacion
aislada®, sugiriendo que la duplicacion
de 6q implicaria a otros modificadores
genéticos responsables del retraso del
crecimiento intrauterino, estudios mas
recientes con una serie mas amplia no
han confirmado estos datos®. Por el
contrario, estos pacientes presentan
con menor frecuencia otras anomalias
conggénitas que el resto de los subgrupos
moleculares .

Los estudios genéticos iniciales de
pacientes con duplicacion en 6q
indicaban que la region critica tenia
una extension aproximada de 400kb*!,
posteriormente limitada a 160kb”.
La mayoria de las duplicaciones son
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submicroscdpicas, sin que se hayan
identificado los puntos de rotura, y
los pacientes son fenotipicamente
similares". Sin embargo se ha descrito
una duplicacién  citogenéticamente
visible, asociada a retraso mental y un
cierto grado de dismorfia®.

7.3. Hipometilacion materna

Los pacientes con hipometilacién
exclusiva en 624 tienen menos
anomalias congénitas que los que
presenten hipometilacion en mas de
un loci, siendo la macroglosia la mas
reportada®.

En los pacientes con hipometilacion
en multiples loci asociada a mutacion
en ZFP57 las manifestaciones no
asociadas con la diabetes son mucho
mas frecuentes e incluyen problemas
de aprendizaje, hipotonia generalizada,
cardiopatia congénita, sordera,
epilepsia, y malformaciones renales*®!,
No se ha observado correlacion entre
la extension de la afectacion clinica y
el grado de hipometilacion o los loci
implicados, pudiendo oscilar entre un
grave trastorno en el desarrollo y muerte
en la infancia temprana hasta fenotipo
normal en la edad adulta®®.

8. Asesoramiento
genético

El riesgo de los hermanos y
descendientes de un paciente con TND-
6924 a desarrollar diabetes a lo largo
de su vida depende del mecanismo
genético identificado en la familia. Se
recomienda que la familia acuda a un

especialista en genética para que se le
informe de su caso concreto.

8.1. Isodisomia paterna

Normalmente se tratan de alteraciones
de novo, con un riesgo de recurrencia
similar al de la poblacion general. En el
caso de que esa UPD(6)pat sea debida
a una posible anomalia cromosdmica
subyacente (como un cromosoma
en anillo en la madre), el riesgo de
recurrencia dependera de la alteracion
identificada®!¢2.

8.2. Duplicacion en 6g24

En estos casos la alteracion puede
ser de novo, heredada o, incluso, ser
consecuencia de un reordenamiento
cromosémico complejo en uno de los
progenitores. Por tanto, paraun adecuado
consejo genético es imprescindible
identificar el origen de esta alteracion:

* En el caso de haber sido heredada
del padre, éste tiene probabilidades
de desarrollar diabetes mellitus en
alglin momento de su vida!”¢%2, o,
menos frecuentemente, permanecer
asintomatico®. En este caso, cada
uno de los hermanos del paciente
tiene un 50% de riesgo de heredar
la duplicacion. Teniendo en cuenta
la penetrancia incompleta de la
enfermedad®, los hermanos que
hereden la duplicacién pueden no
desarrollar TND, pero tienen un
incremento de riesgo de presentar
diabetes mellitus a lo largo de su
vida.

* En el caso de que el padre no
sea portador, el riesgo para los
hermanos del paciente depende

020
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de la posibilidad de mosaicismo
germinal en el padre (riesgo
estimado ~1%%%%).

* En el caso de que el padre presente
un reordenamiento cromosomico
complejo que incluya la region
6924, el riesgo de los hermanos
del paciente  depende  del
reordenamiento subyacente.

* De cara a la descendencia del
paciente, si éste es vardn, cada uno
de sus hijos tiene un 50% de heredar
la duplicacion y presentar, por
tanto, un riesgo mayor a desarrollar
TND o diabetes mellitus a los largo
de su vida. Si el paciente es mujer,
sus descendientes también tienen
un 50% de riesgo de heredar la
duplicacion, pero en caso de hacerlo,
no tienen una mayor predisposicion
al desarrollo de diabetes.

8.3. Hipometilacion materna
en 6q24

En los casos de hipometilacion
exclusiva en 6q24, hasta la fecha
no se han descrito que los padres o
hermanos de estos pacientes presenten
la misma alteracion o un mayor riesgo
de desarrollar diabetes®'. Sin embargo,
teniendo en cuenta que se desconoce
la causa de esta epimutacion y que es
posible que no en todas las familias sea
un evento de novo, es recomendable el
estudio en los hermanos de un paciente.

De cara a la descendencia de estos
pacientes y teniendo en cuenta que la
causa genética de esta epimutacion es
atn desconocida, se presupone que en
el caso de que el paciente sea mujer,

el riesgo para su descendencia de
desarrollar TND o diabetes mellitus en
algin momento de su vida es mayor que
en el caso de que sea varon. Esto es asi
si asumimos que existe (o puede existir)
un mecanismo genético en el alelo
materno (como deleciones en elementos
reguladores, al igual que ocurre en
otros sindromes de impronta®?7) cuya
herencia implique esta hipometilacion.

Es importante indicar que en estos
pacientes se ha observado un
aumento, aunque no estadisticamente
significativo, de concepciones mediante
técnicas de reproduccion asistida®®26,

8.4. Hipometilacion en
multiples loci

La TND-HIL se hereda da forma
autosémica recesiva cuando estd
causada por mutaciones en ZFP57.
Por tanto, los padres de un paciente
con TND-HIL son  portadores
heterocigotos obligados. En familias
con alta tasa de consanguineidad, uno
de los progenitores puede ser incluso
homozigoto en lugar de heterocigoto,
como ya ha sido descrito en, al menos,
una familia?. Por el momento no se ha
descrito que las personas heterozigotas
presenten ningun tipo de fenotipo
asociado.

Cada uno de los hermanos de un paciente
con TND-HIL causada por ZF'P57 tienen
un 25% de riesgo de heredar las dos
mutaciones en ZFP57y poder desarrollar
TND (aunque las manifestaciones
clinicas entre hermanos pueden ser muy
variables), un 50% de posibilidades de
ser portador asintomatico y un 25%
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de ser no portador. En los hermanos
que han heredado las dos mutaciones

mutaciones en ZFP57, es actualmente
imposible establecer su riesgo, aunque

en ZPF57 se desconoce el riesgo de
desarrollar TND, aunque podria ser
alto. Las manifestaciones no asociadas
a la diabetes son variables. De hecho
se han descrito parejas de hermanos
donde uno presentaba un marcado
retraso del desarrollo y el otro una forma
menos grave®! e incluso se han descrito
personas homozigotas para mutaciones
en ZPF57 con fenotipo normal®.

hasta la fecha no se han reportado casos
de recurrencia para este grupo'’.
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RESUMEN

La diabetes neonatal fransitoria asociada a alteraciones (epi)genéticas en
la regidn 6g24 se caracteriza por la presencia de retraso del crecimiento in-
trauterino (con mayor afectacién en el peso que en la talla), hiperglucemia
sin cetoacidosis de comienzo en la primera semana de vida con remisién
sobre los 3-4 meses de vida, deshidratacién secundaria y, en algunos casos,
macroglosia y hernia umbilical.

Aungue el tratamiento inicial incluye la insulinizacion infravenosa, poco a
poco esta dependencia insulinica disminuye, hasta la remisién. Es importan-
te el control glucémico en la infancia, sobre todo en caso de enfermedades
infercurrentes, por el riesgo de recurrencia de la diabetes.

La causa subyacente de este tipo de diabetes es la sobreexresion de los ge-
nes improntados PLAGL1 (ZAC) e HYMAI debido a fres posibles mecanismos:
isodisomia paterna, duplicacién paterna de la regién 6924 o hipometilacion
materna de la regién improntada. Cada una de estas alteraciones asocia
unas caracteristicas fenotipicas y un asesoramiento genético especifico.
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1. Revisidon clinica:
principales aspectos
diagnosticos

1.1. Introduccion

El sindrome Silver-Russell (SRS) es un
trastorno genético con manifestaciones
variables, causado por diferentes
mecanismos  moleculares?. SRS
fue inicialmente descrito de forma
independiente en 1953 por Silver’,
que resaltaba la talla baja y Ila
“hemihipertrofia congénita” y por
Russell*, que resaltaba el “enanismo
intrauterino” 'y la  “disdstosis
craneofacial”. A pesar de los
recientes avances en el conocimiento
de los diversos  mecanismos
moleculares causantes del SRS, la
orientacion diagndstica sigue siendo
fundamentalmente clinica.

1.2. Manifestaciones clinicas

Las manifestaciones clinicas
caracteristicas del SRS son las
siguientes:

* Retraso del crecimiento
intrauterino: La mayoria de
estos niflos presentan retraso del
crecimiento intrauterino con un
peso y talla al nacimiento muy
inferiores (entre -2 y -4 DE) al
correspondiente para la edad de
gestacion’.

* Restriccion del crecimiento
postnatal: En los dos primeros
afios de vida el ritmo de
crecimiento suele ser normal pero
sin recuperacion o catch-up, por
lo que se mantiene la talla baja. La
talla final media suele ser — 4 DE?.

e [Escasa ganancia ponderal: Es
habitual el fallo de medro con
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escaso tejido graso y muscular.
Las dificultades de alimentacioén
afiadidas obligan en ocasiones
a recurrir a la alimentacién por
sonda nasogastrica o gastrostomia
en los primeros afos de vida.

*  Macrocefalia relativa: El
crecimiento del craneo no se ve
afectado y el perimetro craneal
se mantiene en el rango de la
normalidad. Esta discrepancia
entre el tamafio de la cabeza y
la talla produce una impresion
de pseudomacrocefalia 0
macrocefalia relativa, definida
recientemente como un perimetro
craneal al menos 1,5DE superior al
correspondiente a la talla®.

* Rasgos faciales caracteristicos:
La frente amplia y prominente
y la micrognatia confieren una
forma triangular a la cara. Una
boca amplia con comisuras de
oblicuidad descendente contribuye
al aspecto facial caracteristico
de estos nifios que resulta mas
evidente en los primeros afios de
vida (Figura 1).

Figura 1: (A) Lactante de 10 meses de edad
con SRS debido a hipometilaciéon en ICR1;
presenta pseudomacrocefalia y cara triangular
caracteristicas. (B) La misma paciente 6 aflos
mas tarde; los rasgos craneofaciales resultan
menos evidentes.

¢ Asimetria corporal:
Habitualmente del mismo
lado. Puede incluir la cara y
diferentes segmentos de distintas
extremidades, mano, pie vy
dedos. Realmente se trata de una
hemihipoplasia de la parte afectada.
En ocasiones se manifiesta como
una reduccion del didmetro mas
que de la longitud de la extremidad
implicada.

*  Anomalias menores: La
clinodactilia del V dedo de la mano
y las anomalias de los pabellones
auriculares se describen a menudo,
pero no dejan de ser anomalias
poco especificas. Lo mismo sucede
con las hipospadias en los nifios.

* Retraso del desarrollo
psicomotor: Es habitual la
hipotonia y el retraso en el
desarrollo de aspectos motores,
posiblemente asociados a la menor
fuerza muscular. El desarrollo
cognitivo, sin  embargo, es
habitualmente normal.

1.4. Diagndstico

En el momento actual no se logra
identificar el mecanismo molecular
en cerca de la mitad de los casos de
SRS!. Esto plantea la posibilidad de
que se estén diagnosticando como SRS
pacientes que no lo son y la necesidad
de contar con criterios diagnosticos
que permitan establecer un diagnostico
clinico con cierta seguridad.

Se han establecido diferentes criterios
y algoritmos diagnosticos, que se
han revisado y modificado a medida
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que se han ido identificando nuevos
mecanismos moleculares causantes del
SRS®7.

En un trabajo reciente, Dias et al?®
recurrieron a la regresion logistica y
a la elaboracion de curvas ROC para
comparar el poder predictivo de los
cuatro modelos previamente propuestos
en una muestra de 139 pacientes
britanicos identificados a lo largo de
10 afios. Finalmente desarrollaron un
nuevo modelo simplificado, bautizado
como el Birmingham Silver-Russell
Syndrome Screening Score, con el fin
de poder ser utilizado en un ambito
clinico no especializado. Los criterios
diagndsticos son los siguientes:

1. Peso bajo para la edad de gestacion
(peso al nacimiento < -2 DE)

2. Restriccion del crecimiento
postnatal (talla a los 2 afios de edad
<-2 DE)

3. Macrocefalia relativa (perimetro
craneal 1,5 DE> DE talla)

4. Asimetria
extremidades

corporal o de

Se necesitan tres de estos cuatro
criterios diagnosticos para establecer
el diagnostico clinico de SRS e indicar
el estudio molecular. Este sistema
tiene una sensibilidad del 82% con un
valor predictivo positivo del 67% (la
probabilidad de detectar una alteracion
molecular en un paciente que cumple
criterios diagnosticos); su especificidad
es del 80% con un valor predictivo
negativo del 90,2% (la probabilidad
de no detectar una alteraciéon en un
paciente que no cumple criterios
diagnosticos).

Las manifestaciones clinicas también
varian de acuerdo con el mecanismo
molecular causante del SRS (ver
apartado 7).

2. Morbilidad asociada
y tratamiento

El retraso de crecimiento intrauterino
y el trastorno de conducta alimentaria
tan caracteristicos de los niflos con
SRS representan el origen de las tres
comorbilidades = mas  importantes
asociadas a SRS: Ia talla baja, el bajo
peso y las hipoglucemias nocturnas,
sin olvidar otros posibles problemas
descritos en estos pacientes. Es por
ello que se requiere de un seguimiento
rutinario que los detecte de forma
temprana y, en muchos casos, de
terapias concretas que reduzcan las
posibles secuelas descritas en ellos a
medio y largo plazo.

2.1. Crecimiento

El escaso crecimiento prenatal de
los nifios con SRS que se traduce
en un importante bajo peso y/o
longitud al nacimiento, junto con una
desaceleracion que se hace maxima con
3 afios de edad y en ausencia de catch-
up, determinan una talla durante la
infancia que se situa paralela al percentil
3 pero en -4 DE de media respecto a la
poblacion normal (-3,9 DE en varones
y -4,3 DE en mujeres). Durante esta
evolucion, la edad dsea suele retrasarse
a principios y mediados de la nifiez, y
se sincroniza con la edad cronoldgica
en torno a los 10 afos, lo que indica
riesgo de pubertad de evolucion rapida
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(adelantada tan solo en un 10% de los
casos) y con un estiron de crecimiento
que, habitualmente, estd disminuido.
Con todo ello, la media de la talla
adulta en los varones con SRS se ha
calculado en 151,2 cm y en mujeres en
139,9 cm>*19,

Se desconocen con exactitud los
mecanismos implicados en esta
desaceleracion inicial de la talla
y en la ausencia de catch-up pero
probablemente  su  origen sea
multifactorial e influyan factores tales
como la reducida masa corporal total,
la escasa ingesta y anomalias menores
en la secrecion de GH''2,

La terapia con hormona de crecimiento
recombinante (rhGH) es aceptada,
desde el afio 2003, como tratamiento
para los nifios nacidos pequefios para
la edad gestacional (PEG) siempre que
se cumplan las siguientes premisas:
nifios mayores de 4 afios de edad (o
mayores de 2 afios en algunos paises)
con estatura baja postnatal (altura
actual inferior a -2,5 DE y talla parental
ajustada en -1 DE) y que han nacido
con un peso y/o longitud <-2 DE, donde
no se haya demostrado en su evolucion
recuperacion del crecimiento o catch-
up'3. Dado que muchos nifios con SRS
reunirian estos criterios, se podria decir
que deberian beneficiarse de dicha
terapia, si bien, en algunos paises como
el nuestro, una entidad sindromica,
como es el caso del SRS, constituye un
criterio de exclusion. Pese a ello, dicha
terapia debe ser considerada en estos
nifios con 4 afios de edad o incluso
antes. Aunque la evidencia existente
es escasa, varios estudios parecen
demostrar que se trata de una terapia

eficaz, si bien menor en comparacion
con el resto de nifios con PEG no
sindrémico. Por ejemplo, un estudio
de Toumba et al. mostré una mejoria
significativa del crecimiento con una
altura final de -1,3 DE, especialmente
si la talla inicial se encontraba mas
afectada'. Otro estudio mas reciente
de Binder et al. mostr6 una ganancia
algo mas discreta, de +1,16 DE (u 8
cm) en varones, y de +1,11 DE (o 7,4
cm en nifias)". Respecto a los factores
predictivos de eficacia, solo se ha podido
demostrar una relacion directa con la
duracion del tratamiento, siendo menor
la relacion con otros factores como la
severidad de la talla al comienzo del
tratamiento, la longitud al nacimiento,
la respuesta en el primer afio de terapia,
la altura materna o la presencia de una
alteracion epigenética'*'¢. Por ultimo,
aunque son aun menos NUMErosos
estos estudios, la terapia combinada
con analogos de GnRH en casos de
pubertad adelantada podria mejorar
ligeramente esta eficacia’.

Otros posibles beneficios de la terapia
con thGH, como cambios en el perfil
lipidico, el aumento de la densidad
mineral Osea, los cambios en el
comportamiento y la mejora en la
auto-estima requieren ser estudiados
en estos pacientes y sopesados con los
posibles efectos adversos ya conocidos.
De hecho, estos nifios también pueden
desarrollar resistencia a la insulina,
aunque no hay evidencia hasta la
fecha para sugerir que esto tenga
efectos negativos a largo plazo sobre el
metabolismo de la glucosa'!.

Pese a todo, algunos autores abogan por
mejorar la nutricion de estos nifios y
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evitar las hipoglucemias nocturnas para
potenciar el catch-up de crecimiento en
los primeros afios de vida; y en caso
de que este no tenga lugar o no sean
prevenibles las hipoglucemias, plantear
la terapia con thGH'>.

2.2. Nutricion

Al igual que el crecimiento, aunque en
menor grado, lamasa grasa corporal de los
nifios con SRS sufre un empeoramiento
postnatal progresivo hasta los 3 afios de
edad, que situa al peso en -4,1 DE en
varones y -4,3 DE en nifas, pero que
mejora ligeramente hasta una media en
-3 DE (-3,1 DE en varones y -3 DE en
mujeres)’. Los factores que influyen
en este retraso ponderal son similares
a los de la talla, si bien parece que la
falta de apetito desempeiia un factor
importante y obliga en algunos casos a
una alimentacion enteral con sonda o
gastrostomia en los primeros afios>!!.

2.3. Hipoglucemia

Tanto la escasa ingesta por falta de
apetito como un gasto calorico elevado
en estos nifios son responsables de las
hipoglucemias cetdsicas nocturnas que
padecen durante los primeros afios de su
vida, sin olvidar la posibilidad, aunque
mucho menos probable segun algunos
autores, de un déficit concomitante de
GH 718, En tales casos se recomienda la
ingesta de cantidades reducidas aunque
frecuentes a lo largo del dia y en forma
de suplementos caldricos ricos en
carbohidratos de lenta absorcion; sin
olvidar que se debe instruir a los padres
sobre la deteccion y tratamiento de

esta posible eventualidad. Pese a ello,
algunos casos requieren de nutricion
enteral continua durante la noche con
sonda nasogastrica o gastrostomia
y, si se confirma un déficit de GH,
terapia con dicha hormona desde el
momento del diagnostico en una, o
incluso dos, dosis diarias como forma
de prevenirlas'®.

2.4. Asimetria corporal

Es generalmente sutil y de escasa o nula
progresion durante la infancia (maximo
de 2,5 cm). No suele requerir terapia
ortopédica aunque si seguimiento que
constate periddicamente una adecuada
estabilidad lumbo-pélvica''. Por otro
lado, no parece que la terapia con
rhGH determine un empeoramiento de
la mismalz-lﬁ),l&l‘).

2.5. Alteraciones oculares

Frecuentes pero poco referidas en la
literatura®, las alteraciones oculares
que parecen asociarse con mas
significacion al SRS son una reduccion
de la agudeza visual, los trastornos
leves de refraccion y la anisometropia,
no siendo infrecuente, por tanto, el
uso de gafas por parte de estos nifios.
Otras alteraciones menores pero que
podrian precisar igualmente de terapia
oftalmologica para frenar el desarrollo
de la ambliopia, son la ptosis palpebral
y el estrabismo. Y dado que la terapia
con thGH es una practica frecuente
en estos nifios, se especula que ésta
podria modificar el desarrollo ocular y
consecuentemente dichas alteraciones,
requiriéndose de mas estudios a largo
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plazo que definan qué beneficio puede
reportar dicho tratamiento.

2.6. Desarrollo cognitivo

Las habilidades cognitivas de los nifios
con SRS son en promedio -1DE por
debajo de la poblacion normal, tanto
en términos de habilidades verbales
como no verbales. Un tercio de ellos,
en su mayoria formas de SRS debidas
a UPD(7)mat, presentan dificultades en
el aprendizaje con bajo rendimiento en
lectura y aritmética, precisando un gran
porcentaje de ellos apoyo educativo
y terapia del habla (ver apartado 7).
No hay que olvidar que factores como
la presencia de hipoglucemias y la
frecuente desnutricion de estos niflos
podrian influir en este aspecto!!!.

Otras comorbilidades menos frecuentes
pero que pueden requerir terapia
especifica son la fisura palatina,
problemas menores de audicion,
anomalias dentarias y craneofaciales,
cardiopatias congénitas, defectos de
reducciébn en miembros y anomalias
genitales como  criptorquidia o
hipospadias!'.

3. Manejo clinico de los
pacientes

El seguimiento de estos pacientes
requiere de un manejo multidisciplinar
que implique esencialmente a
especialistas en endocrinologia
pediatrica, para controlar el crecimiento
y valorar la indicacion de terapia con
hormona de crecimiento (rhGH); en
nutricion, para evaluar la composicion

corporal y la necesidad de intervencion
nutricional, y en genética clinica,
para intentar realizar un diagnostico
molecular adecuado y un asesoramiento
sobre el riesgo de recurrencia. Las demas
comorbilidades exigirian la derivacion a
los especialistas correspondientes''.

No existen propuestas concretas de
seguimiento aunque sugerimos lo
siguiente:

3.1. Al diagndstico

*  Valoracion, estudio y asesoramiento
genético que determine el riesgo de
recurrencia (véase apartado 8).

¢ Informar a los padres de los
problemas médicos asociados al
SRS en su evolucion y en funcion del
mecanismo molecular implicado.

* Anamnesis y exploracion fisica
exhaustivas  prestando  especial
atencion a los siguientes aspectos:

problemas de alimentacion,
sudoraciéon  nocturna  (posibles
hipoglucemias recurrentes),

antropometria (peso, talla/longitud
e indice de masa corporal)
y malformaciones visibles
(configuracion craneofacial, del
paladar y ocular, asimetria corporal
y genitales).

*  Determinacion de niveles
plasmaticos de  factores de
crecimiento (IGF-1 e IGF-BP3) y
glucemia en ayunas. Se recomienda
la determinacion domiciliaria de
glucemia capilar en ayunas y cuando
se constate sudoracion (nocturna).

*  Valoracion por los especialistas
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en endocrinologia y nutricién
pediatrica. Interconsulta a otros
especialistas  en  funcion  de
los hallazgos encontrados en
el momento del diagnostico
(gastroenterologia si reflujo
gastroesofagico severo, neurologia
si retraso motor, oftalmologia si
anomalias oculares —estrabismo
0 ptosis palpebral-, cardiologia si
soplo, etc.).

3.2. En el primer ano de la

vida

Constatacion domiciliaria de las
glucemias (en ayunas y cuando
se constate sudoracion), cuya
periodicidad se establecera en
funcién de que haya tendencia real
o0 no a padecerlas.

Seguimiento antropométrico
frecuente, fundamentalmente del
peso, y valoraciéon de la posible
necesidad de nutricion enteral
(sonda nasogastrica o gastrostomia)
en funcion del habito de succion, la
composicion corporal y la tasa de
hipoglucemias nocturnas.

Interconsulta a otros especialistas
en funcion de los hallazgos
encontrados en el seguimiento:
reflujo  gastroesofagico  severo
(gastroenterologia), estrabismo o
ptosis palpebral (oftalmologia),
asimetria corporal que afecte a los
miembros inferiores o el tronco si
ya existe deambulacion (ortopedia).

3.3

o

. En la infancia temprana

(1-5 anos)

Constatacion domiciliaria de las
glucemias hasta el tercero o cuarto
afio de vida si previamente existian
hipoglucemias.

Seguimiento  antropométrico de
peso y talla, y de la asimetria:

Cada 3 meses, evaluacion
frecuente de la composicion
corporal que adectie la terapia
enteral a la edad del paciente.

Cada 6 meses, evaluacion del
crecimiento. Debe valorarse
la terapia con rhGH si no
existe catch-up con 4 afios de
edad, o antes si persistieran las
hipoglucemias pese a la terapia
nutricional.

Si se ha iniciado terapia con
rhGH, seguimiento anual con
edad o6sea y analitica que recoja
factores de crecimiento (IGF-1,
IGF-BP3), funcion tiroidea (T4L,
TSH), glucosa, insulina, HbA1C
y lipidograma.

En el seguimiento de dicha terapia
se han observado diferencias
de eficacia y de niveles séricos
de IGF-1 e IGF-BP3 entre los
dos mecanismos moleculares
implicados. Aquellos nifios con
hipometilacionde ICR1 presentan
niveles excesivamente elevados
de IGF-1 y IGF-BP3, hallazgo
que sugiere insensibilidad a IGF-
1 en comparacion con aquellos
con UPD(7)mat y de origen
idiopatico. En consonancia con
este hallazgo, se ha demostrado
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una mejor respuesta en nifos
con UPD(7)mat que en aquellos
con hipometilacion de ICR1%,
si bien, este hecho no ha podido
ser demostrado en adultos que
recibieron la misma terapia, por
lo que requieren mas estudios
a largo plazo que establezcan
diferencias en este punto'®. Otros
estudios parecen demostrar que
la terapia con rhGH a corto plazo
hasta una recuperacion adecuada
de la talla puede funcionar sin
que esto resulte, como sucede en
el resto de los PEG, en un catch-
down tras su retirada'>.

Seguimiento anual de una posible
asimetria.

Interconsulta a otros especialistas:

Valoracion oftalmoldgica anual/
bianual o en funciéon de los
hallazgos encontrados.

Valoracion ortopédica si  se

constata por primera vez

asimetria de los miembros
inferiores o del tronco, o si ya

existia pero ésta ha empeorado.

Valoracion neurologica semestral
o anual que vigile la adquisicion
de las habilidades motoras y
cognitivas.

Valoracion maxilofacial a partir
de los 2 afios de edad, y revision
anual posterior por maxilofacial/
odontdlogo.

3.4. En la infancia tardia

(6-11 anos)

Seguimiento antropométrico de
peso, talla y de asimetria de tronco
o miembros inferiores, sobre todo
en presencia de terapia con thGH:

Cada 6 meses o cada aifio,
evaluacion del peso y de la
composicion corporal.

Cada afio, evaluacion
antropométrica del crecimiento
y, bianualmente, de edad osea.
Si existe terapia con rthGH,
realizacion anual de edad 6sea y
analitica que recoja factores de
crecimiento (IGF-1, IGF-BP3),
funcion tiroidea (T4L, TSH),
glucosa, insulina, HbAIC vy
lipidograma.

Interconsulta a otros especialistas,
como se ha indicado anteriormente
y con la frecuencia establecida en
funcion de las posibles anomalias
detectadas.

3.5. En la adolescencia

o

Seguimiento antropométrico de
peso, talla, asimetria, desarrollo
puberal y edad 6sea anual:

Si existe terapia con rthGH,
realizacion anual de edad 6sea y
analitica que recoja factores de
crecimiento (IGF-1, IGF-BP3),
funcion tiroidea (T4L, TSH),
glucosa, insulina, HbAIC vy
lipidograma. La suspension de la
rhGH, sino se hecho previamente
por falta de eficacia o como
prueba que constate ausencia de
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catch-down, debe realizarse con
edad dsea de 14 afios en mujer
y 15-16 afios en varones, o si la
velocidad de crecimiento anual es
menor de 2 cm/afio.

* Interconsulta a otros especialistas,
como se ha indicado anteriormente
y con la frecuencia establecida en
funciéon de las posibles anomalias
detectadas.

3.6. En la época adulta

Los problemas médicos en adultos con
SRS reportados son muy escasos y la
mayoria de ellos no precisan seguimiento
de manera rutinaria, por lo que es poca la
informacién disponible sobre la historia
natural de la enfermedad en esta edad.
Dado que hay evidencia en adultos
PEG sobre la propension a desarrollar
problemas como diabetes, hipertension,
hipercolesterolemia,
del corazén, hipercoagulabilidad y
osteoporosis, se requieren mas estudios
que establezcan si existen diferencias
entre aquellos que padecen SRS y el resto
de los PEG*.

enfermedades

4. Diagnostico diferencial

Determinadas anomalias cromosomicas y
sindromes monogénicos pueden presentar
manifestaciones clinicas que se solapan
con las del SRS (retraso del crecimiento
pre- y postnatal, rasgos craneofaciales,
problemas de alimentacién, escasa
respuesta al tratamiento con hormona
del crecimiento, etc.), por lo que deben
considerarse en el diagndstico diferencial.

4.1. Delecion
subtelomérica 159g

Este sindrome es debido a la
haploinsuficiencia de /GFIR localizado
en 15q26.3. Caracteristicas distintivas:
es habitual el retraso psicomotor,
posiblemente debido a la pérdida de
genes contiguos, y la asociacion de
cardiopatia congénita atribuible a
la pérdida de NR2F2, implicado en
angiogénesis y en el desarrollo de
estructuras cardiacas®?.,

4.2, Delecion intersticial
12q14

El sindrome de microdelecion 12q14 se
caracteriza por retraso del crecimiento,
retraso psicomotor y osteopoiquilosis
(displasia 6sea esclerosante benigna y
asintomatica). El retraso del crecimiento
se atribuye a la haploinsuficiencia de
HMGA?2 y la osteopoikilosis al gen
contiguo LEMD3%%.

4.3. Sindrome (nanismo)
Mulibrey (MIM 253250)

Acronimo del inglés Muscle, liver,
brain, eye. Caracteristicas distintivas:
hallazgos oculares (manchas de
pigmentacion amarillenta en la retina),
cardiacos (engrosamiento del pericardio
que puede progresar a pericarditis
constrictiva) y radiolégicos (huesos
largos finos con engrosamiento de la
cortical y canal medular estrecho, silla
turca en forma de jota). Causado por
mutaciones en homocigosis del gen
TRIM37%%.
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4.4. Sindrome SHORT
(MIM 269880)

Acréonimo del inglés Short stature,
hyperextensible joints and inguinal

hernia, ocular depression, delays
of tooth eruption. Caracteristicas
distintivas: hallazgos oculares

(anomalia de Axenfeld-Rieger),
dentales (retraso de la erupcion dental,
hipodontia), rasgos faciales (ojos
hundidos, nariz prominente, filtro corto
y micrognatia, escasez de tejido graso
facial), e hipoacusia neurosensorial
(25%). Es frecuente la lipodistrofia y el
desarrollo de diabetes tipo 2 a partir de
la adolescencia debido a resistencia a la
insulina. Se ha descrito nefrocalcinosis
asociada (10%). Causado por mutaciones
en heterocigosis del gen PIK3R 133!,

4.5, Sindrome 3-M
(MIM 237750)

Acréonimo de la inicial de los tres
primeros autores que lo describieron®?,
Caracteristicas ~ distintivas: estructura
corporal compacta (cuello corto,
discreto acortamiento de extremidades),
macrocefalia (cabeza grande para el
tamafio del cuerpo), rasgos faciales
(forma de la cara mas triangular con una
frente menos prominente) y hallazgos
radiologicos (huesos largos delgados
con estrechamiento de la diafisis,
metafisis ensanchadas y engrosamiento
cortical). No es un diagndstico facil
de realizar con confianza. Causado
por mutaciones en homocigosis en los
genes CUL7 (~70%), OBSLI (25%) o
CCDC8 (5%)*.

4.6. Sindrome Dubowitz
(MIM 223370)

Inicialmente descrito por Dubowitz
en 1965%. Caracteristicas distintivas:
microcefalia, rasgos faciales
(hendiduras palpebrales cortas, ptosis
palpebral, hipertelorismo), anomalias
cutdneas  (eczema, pelo escaso,
cejas poco pobladas), anomalias del
(hendiduras,

velo faringea),

paladar insuficiencia
retraso  psicomotor
con trastornos del comportamiento
(déficit de atencidon, hiperactividad).
Estas manifestaciones se solapan a su
vez con el sindrome alcohoélico fetal.
La evidencia disponible sugiere una
herencia autosdémica recesiva pero hasta
el momento no se ha identificado el gen

causante del sindrome Dubowitz*®.

4.7. Sindrome Floating-
Harbor (MIM 136140)

El nombre procede de los hospitales
donde se describieron los primeros
casos en los afios 70. Caracteristicas
distintivas: rasgos faciales (similares a
SHORT, pero sin la ausencia de tejido
graso facial de éste, nariz prominente
con aletas nasales poco desarrolladas
y columella pronunciada que sobresale
por debajo del nivel de la narinas,
filtro  corto, fino),
retraso psicomotor (50%) con retraso

labio  superior
especifico del desarrollo del lenguaje
(100%). Causado por mutaciones en
heterocigosis del gen SRCAP?7,
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4.8. Sindrome Temple
(véase capitulo 5)

Debido a disomia uniparental materna
del cromosoma 14 o a epimutaciones
en la region 14q32.2. Caracteristicas
distintivas: déficit de crecimiento pre-
y post-natal, rasgos faciales (frente
prominente, ojos almendrados, nariz
con punta gruesa), hipotonia y retraso
psicomotor, manos y pies pequenos. Es
frecuente la tendencia a la obesidad tras
el fallo de medro inicial. Se ha propuesto
que el solapamiento de manifestaciones
con SRS puede ser especialmente
llamativo en aquellos casos debidos a
epimutacion®,

4.9. Sindrome IMAGe
(MIM 300290)

Acrénimo del inglés Intrauterine growth
retardation, Metaphyseal dysplasia,
Adrenal hypoplasia congenita, Genital
anomalies. Descrito por Vilain et al. en
1999 %, Este sindrome se caracteriza por
retraso del crecimiento intrauterino, en
ocasiones acompaifiado de macrocefalia,
frente  prominente o  anomalias
genitales, por lo que guarda similitudes
con el Silver-Russell*!. Caracteristicas
distintivas: hipoplasia adrenal, una
forma leve de displasia metafisaria e
hipogonadismo hipogonadotrépico con
criptorquidia y micropene. Causado
por mutaciones de ganancia de funcion
en el dominio de unién a PCNA del
gen CDKNIC, en heterocigosis y de
transmision materna*!.

4.10. Otras

Otras entidades con caracteristicas

distintivas mucho mas evidentes
incluyen el sindrome Bloom (MIM
210900: trastorno de la reparacion
del ADN que asocia fotosensibilidad,
eritema telangiectatico y fragilidad
cromosomica; causado por mutaciones
en homocigosis del gen RECQL3) y al
enanismo primordial osteodisplasico
tipo II (MIM 210720: displasia
esquelética que asocia acortamiento
mesomélico de extremidades y hallazgos
radiolégicos caracteristicos; causado
por mutaciones en homocigosis del gen
PCNT).

5. Alteraciones
genéticas asociadas

Dado el amplio rango de rasgos clinicos
asociados al sindrome de Silver-
Russell, el diagnédstico clinico puede
ser en ocasiones subjetivo, y necesita
sustentarse en pruebas de laboratorio.
Sin embargo, hay que destacar que
so6lo se conoce en torno al 50% de las
causas genéticas o epigenéticas de este
sindrome (Tabla 1).

Tabla 1: Resumen de los distintos
mecanismos implicados en el SRS.
()
Mecanismo Region & £a508
explicados
Hipometilacion m
ICR1 (H19)
Duplicacién 11p15 1-2
Raro (1
Disomia unipa- caso)
rental materna
chr7 5-10
Otras alteracio- 17q24-
nes: translocacio- q25 1
nes, deleciones,
duplicaciones... | 12914
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5.1. Alteraciones en 11pl5

Las alteraciones mdas frecuentes
responsables  del  sindrome de
Silver-Russell son epimutaciones (o
duplicaciones)enlaregioncromosomica
11p15. En una primera instancia, se
descubrio que la duplicacion de esta
region cromosomica de origen materno
se asociaba con retraso de crecimiento,
y mas especificamente con rasgos del
Silver-Russell*. Por analogia con el
sindrome de Beckwith-Wiedemann
(véase capitulo 4), que igualmente
puede deberse a la duplicacion paterna
de esta misma region, se analizo el
estado de metilacion en los centros de
la impronta en 11pl5. De esta forma
se averigué que la desmetilacion
del centro regulador de la impronta
telomérico ICR1 (imprinted control
region I) es una causa frecuente del
sindrome, entre el 38% y el 63% de
los casos®#. Ademas, es importante
destacar que esta pérdida de metilacion
en ICR1 habitualmente aparece en
mosaico, lo que tiene importantes
consecuencias para el asesoramiento
genético de esta enfermedad, como se
verd mas adelante, asi como desde el
punto de vista clinico, ya que justifica
la frecuente presencia de asimetria en
el crecimiento (hemihipoplasia) o un
cierto grado de expresividad variable
de este sindrome, cuya manifestacion
mas llamativa son aquellos casos
de gemelos monozigdticos con gran
disparidad fenotipica®. Se ha sugerido
que un grupo de pacientes con este
tipo de epimutacidon en mosaico escape
al diagnostico molecular basado en
el ADN de células sanguineas, por lo
que podria ser recomendable el estudio

de otros tipos de tejidos con diferente
origen embrionario*.

ICR1 es una regién de metilacion
diferencial, de tal forma que Ia
copia de origen paterno se encuentra
completamente metilada, mientras
que la copia materna ha de estar
desmetilada. Ademés la region
contiene siete sitios de union al factor
de transcripcion CTCF, de tal forma
que en la copia desmetilada (materna)
la union del factor CTCF favorece la
expresionde H19ybloquealaexpresion
de IGF2. Por el contrario, el estado
metilado de ICR1 en la copia paterna
impide la union a CTCEF, facilitando
indirectamente la expresion del factor
de crecimiento /GF2. IGF2 es un gen
de expresion paterna que promueve
el crecimiento y desarrollo fetal en
tejidos derivados del endodermo y
mesodermo*’. Por su parte, H/9 genera
un transcrito no codificante que podria
servir como precursor de microRNAs,
y cuya funcion, aparte de competir
por la expresion con /IGF2, no estd
completamente definida*.

Curiosamente, esta alteracion de la
impronta es complementaria a una de
las causas del sindrome de Beckwith-
Wiedemann, que consiste en la
hipermetilacion de esta misma region
ICR1. Otras causas de este sindrome
son la pérdida de metilacion en la
regiéon ICR2 o mutaciones de pérdida
de funcion del gen CDKNIC, gen
de expresion materna cuyo patrén
de impronta estd regulado por ICR2
(véase capitulo 4). Recientemente se ha
descrito un paciente con sindrome de
Silver-Russell debido a una duplicacion
del dominio ICR2%. Igualmente se
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ha descrito otro paciente con disomia
uniparental materna del cromosoma
11 en mosaico y metilaciéon andémala
de ICR2%. Todo lo cual sugiere que
ambos dominios de impronta en
11pl5 pueden estar implicados en
el desarrollo del sindrome, de forma
complementaria con la etiologia del
Beckwith-Wiedemann. Ademads, como
se menciona mas arriba, determinadas
mutaciones en el gen CDKNIC que
afectan al dominio de union a PCNA
ocasionan el sindrome IMAGE.

5.2. Disomia uniparental
materna del
cromosoma /

Otra causa recurrente del sindrome es
la disomia uniparental (uniparental
disomy, UPD) materna del cromosoma
7 [UPD(7)mat], presente en torno al
10% de pacientes con Silver-Russell*.
Este tipo de disomia uniparental se
describio inicialmente en un paciente
con isodisomia que presentaba retraso
del crecimiento y fibrosis quistica
debida a una mutacion en el gen CFTR
heredada de su madre en homocigosis.
Por otra parte, la ausencia de un
segmento comun de isodisomia en
pacientes con UPD(7)mat y retraso
del crecimiento permite descartar una
herencia recesiva®?.

Actualmente hay dos regiones
candidatas en el cromosoma 7 en las que
se han centrado numerosos estudios,
aunque por el momento no se han
encontrado resultados concluyentes.
En laregion 7p11.2-p13 se han descrito
duplicaciones asociadas a trastornos del
crecimiento y rasgos de Silver-Russell.

En esta region se localiza el gen GRB10
(Growth factor Receptor Bound protein
10) que estd sometido a impronta
segin un patrén complejo especifico
de tejidos, y también especifico de
isoformas. Por ejemplo, en cerebro
fetal se expresa exclusivamente la
copia paterna, en trofoblasto de villi
coridnico se expresa la copia materna,
mientras que en otros tejidos fetales
se expresan ambas copias por igual®.
De hecho se ha propuesto que es la
sobreexpresion de este represor del
crecimiento, y no la ausencia de
expresion de un gen con impronta
paterna, lo que causaria el sindrome
por UPD(7)mat**. De momento, no se
han detectado mutaciones puntuales ni
epimutaciones de GRBI( en pacientes
con el sindrome’*®. Por otra parte,
hay datos que sugieren la implicacién
de la region 7q32 en el sindrome,
como son la presencia de tres genes
sometidos a impronta (MEST/PEGI,
CP44 y COPG2) y de dos RNAs no
codificantes (MESTIT, COPG2ITI),
asi como la descripcion de varios
casos con disomia uniparental materna
restringida a esta region®™%. No
obstante, tampoco se han identificado
alteraciones genéticas o defectos de la
impronta aislados, por lo que sigue sin
estar definida la implicacién de estos
genes en la etiologia del sindrome.

Ocasionalmente, se han descrito
pacientes aislados con rasgos sugestivos
de Silver-Russell que presentan
reordenamientos cromosomicos.
Ademas de las duplicaciones en los
cromosomas 7 y 11, ya mencionadas,
se han descrito translocaciones
cromosomicas equilibradas  con
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implicaciéon de la region 17q24-q25
en dos pacientes distintos que, sin
embargo, no comparten el punto de
rotura®. Otra alteracion recurrente es
la delecion de menos de 3 Mb en la
region cromosémica 12ql4, descrita
en algunos pacientes con sindrome de
Silver-Russell o signos sugestivos del
mismo?%, Esta misma delecion se
identificO en un paciente en nuestra
propia serie asociada a signos de Silver-

Russell (resultados no publicados).

6. Estudios moleculares

En algunos casos, los rasgos fenotipicos
del paciente hacen sospechar que la
causa genética del SRS pueda ser una
pérdida de metilacion en 11pl5 o una
UPD(7)mat (véase apartado 7). Sin
embargo, si la orientacion no es clara,
se recomienda empezar por los estudios
de metilacion, dada la mayor incidencia
de esta causa en el SRS (Figura 2).

Existen distintas técnicas para detectar
cambios especificos de la metilacion

En funcidn de los rasgos y la sospecha clinica

METILACION
ICR111p15

Diagnéstico
Hipometilacién ICR1

[ )

Alterado

= Confirmacion

HIPOMETILACION ICR1
(44%)

DUP(11) mat
(caso unico)

. Confirmacion

<5Mb

Diagnéstico
DUP(11)mat
DUPLICACION 11p15
(1-2%)

Diagnéstico
Duplicacién 11q15

DUP(7) mat
(5-10%)

Alterado

Diagnéstico

Otras ALTERACIONES
CROMOSOMICAS
(1%)

Alterado

Reevaluar el
diagnéstico clinico

[ ]

v

-

—'—'

Confirmacion >5Mb

y herencia

Diagnostico

{@

Figura 2: Algoritmo diagndstico en el SRS (adaptado de Eggermann et al., 2012%)
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(ver capitulo 1 de estas guias). Si se
encuentra una alteracion, algunas de
estas técnicas, como el MS-MLPA,
permiten diferenciar entre las posibles
causas: una epimutacion en el locus
ICR1, una duplicacién en 11pl5, o
sospechar una UPD(11)mat. Si no es
asi, se requerira aplicar otros estudios
complementarios que permitan
discernir el mecanismo causante.

Si el resultado del estudio de metilacion
es normal, o cuando la UPD(7)mat
supone la primera sospecha clinica, el
estudio de segregacion familiar (del
paciente y padres) con marcadores
microsatélites, siempre que sean
informativos, permitird confirmar o
descartar una UPD(7)mat.

Por ultimo, en caso de que ambas
aproximaciones hayan sido negativas,
es recomendable realizar un cariotipo
molecular ~ mediante =~ CGH-array
para descartar otras alteraciones
cromosomicas. Si esta prueba detecta
algin cambio de dosis, se pueden
utilizar distintas técnicas confirmatorias
en funcion del resultado. Si se trata de
una microdelecion o microduplicacion
de un tamafio inferior a 5 Mb, se pueden
utilizar diferentes aproximaciones,
como MLPA, qPCR o marcadores
microsatélites, segin la  region
afectada y las técnicas disponibles
en el laboratorio. En caso de que la
alteracion sea visible en un cariotipo
convencional, especialmente si es
terminal, se recomienda realizar esta
técnica y descartar que los progenitores
sean portadores de una translocacion
cromosomica equilibrada.

Finalmente, si no hemos conseguido

confirmar la sospecha clinica, es
recomendable reevaluar el caso y
realizar un diagnostico diferencial que
permita reorientarlo.

7. Correlacion
genotipo-fenotipo

No se han publicado series amplias
de pacientes que permitan establecer
de forma inequivoca una correlacion
(epi)genotipo-fenotipo, debido tanto
a la rareza de algunas causas, como al
hecho de que el cuadro clinico en la
edad adulta es menos evidente que en
la primera infancia.

Las formas de SRS debidas a
hipometilacion de ICR1  suelen
presentar manifestaciones “clasicas”
y mas severas, con menor peso y
talla al nacimiento y menor indice
de masa corporal. Es mas frecuente
en estos casos la asimetria corporal,
la macrocefalia relativa y los rasgos
faciales  caracteristicos®. Por el
contrario, las formas de SRS debidas
a UDP(7)mat suelen presentar
manifestaciones mas leves, con menor
restriccion del crecimiento y ausencia
de macrocefalia®>'-526!,

En la serie mas amplia descrita hasta
el momento de pacientes con SRS y
confirmacion molecular, Wakeling et
al.'® compararon el fenotipo de 40 casos
debidos a hipometilacion ICR1 con el
de 24 casos debidos a UPD(7)mat. El
61% de los casos con hipometilacion
ICR1 presentaban manifestaciones
clasicas de SRS, frente a tan solo el
20% de los casos con UPD(7)mat. La
asimetria era mas frecuente en los casos
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con hipometilacion en ICR1, reflejando
posiblemente el mosaicismo de la
hipometilacion en los diferentes tejidos.
También se observo en estos casos una
menor tendencia a la restriccion del
crecimiento postnatal que en los casos
de UPD(7)mat, quienes, por otro lado,
muestran mejor respuesta al tratamiento
con hormona del crecimiento®.
Se observd retraso del desarrollo
psicomotor, habitualmente en grado
leve, en aproximadamente una tercera
parte de todos los pacientes con SRS.
Los casos debidos a UPD(7)mat son los
que mostraron una mayor frecuencia
de retraso global del desarrollo, y
dificultades posteriores de aprendizaje,
en un 65% frente a tan solo el 20% de
los casos por hipometilacion en ICR1'.
El retraso del desarrollo del lenguaje se
ha atribuido a la ausencia de una copia
paterna del gen FOXP2, presuntamente
sometido a impronta genética®-%,
Los problemas de alimentacién y
la falta de interés por la comida se
observaron en ambos grupos, al igual
que la hipersudoracion nocturna.
Curiosamente, se observd una mayor
frecuencia de anomalias congénitas
(hendidura del paladar, cardiopatia,
anomalias urogenitales y esqueléticas)
en los casos con hipometilacion ICR1.

En cualquier caso, tanto los pacientes
con hipometilacion ICR1 como UPD(7)
mat pueden no mostrar el fenotipo
caracteristico, por lo que el estudio
genético molecular debe considerarse
siempre ante un paciente con fenotipo
sugestivo de SRS. La ausencia de
retraso del crecimiento intrauterino no
debe excluir la indicacion de estudio en
estos pacientes®.

020

Por tltimo, hay que tener en cuenta que
algunas causas del sindrome pueden
conllevar otras anomalias por la pérdida
o ganancia de dosis en genes en aquellos
casos ocasionados por duplicaciones o
deleciones cromosomicas. [gualmente,
la  isodisomia  uniparental  del
cromosoma 7 puede condicionar la
aparicion de otras enfermedades si se
hereda (en este caso de la madre) una
mutacion recesiva en homocigosis; asi
se han descrito dos casos con fibrosis
quistica y otro con mutacioén del gen
COL142%,

8. Asesoramiento
genético

La mayoria de los pacientes con
el sindrome de Silver-Russell son
casos esporadicos. Los escasos casos
familiares suelen ser compatibles con
una herencia autosémica dominante y
unamarcadavariabilidadintrafamiliar®.
Tan s6lo se han descrito dos parejas
de hermanos con recurrencia de la
desmetilacion de ICR1, supuestamente
debidos a mosaicismo germinal, y una
aparente transmision vertical de padre
a hija por causas no aclaradas®.

La pérdida de metilacion en 11pl5
aparece habitualmente en mosaico,
lo cual se considera indicativo de
un error epigenético que se produce
de forma post-cigdtica, por lo que
dificilmente serd transmisible®. El
riesgo de recurrencia es comparable
al de la poblacion general. De igual
forma, todos los casos conocidos con
UPD(7)mat son el resultado de una
no-disyuncion cromosémica durante
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la meiosis materna, seguida de un
rescate trisdbmico en el que se pierde el
cromosoma de origen paterno, por lo
que el riesgo de recurrencia tampoco se
considera aumentado, asociandose sin
embargo a edad materna avanzada®'. En
ninguno de los dos casos esta indicado
el diagnostico prenatal.

La unica excepcion es la presencia
de una translocacion cromosdmica
equilibrada que pudiera favorecer una
mayor predisposicion a trisomia del
cromosoma 7, y por tanto una posterior
UPD(7)mat®.

Una situaciéon completamente distinta
es la de aquellos casos debidos a un
reordenamiento cromosomico, yaque los
portadores de una delecion, duplicacion
o translocaciéon cromosémica causante
del sindrome tendran un riesgo «
priori del 50% de transmitirla a su
descendencia.

En los casos en los que no se logra
identificar el defecto molecular, se
debe ser prudente y asegurarse de
descartar otras entidades sindromicas
mencionadas en el
diferencial (véase apartado 4).

diagnostico

RESUMEN

El sindrome de Silver-Russell (SRS) es un trastorno genético de causa he-
terogénea que se caracteriza por restriccién del crecimiento pre y post-
natal, rasgos faciales caracteristicos y asimetria corporal. La desnutricién
y las hipoglucemias nocturnas constituyen las principales complicaciones
médicas, especialmente en los primeros anos de vida. El desarrollo cogni-
tivo y prondstico intelectual es habitualmente favorable en la mayoria de
los casos de SRS. La orientacién diagndstica es fundamentalmente clinica
e implica descartar otras entidades con manifestaciones clinicas similares
que forman parte del diagnéstico diferencial.

Las epimutaciones de la regién 11p15 vy la disomia uniparental materna
del cromosoma 7 explican la mitad de los casos del SRS; sin embargo, en
cerca de un 40% de casos no se logra establecer una causa especifica. El
andlisis molecular debe realizarse escalonadamente, teniendo en cuenta
la frecuencia de las diferentes causas epigenéticas y genéticas.

Las formas de SRS debidas a epimutaciones de la regidén 11p15 suelen pre-
sentar manifestaciones cldsicas y mds severas. La mayoria de los casos de
SRS son esporddicos y el riesgo de recurrencia es bajo en los casos debidos
a epimutaciones de la regién 11p15 y disomia uniparental materna del
cromosoma 7, comparable con el de la poblacidon general.
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1. Revision clinica:
principales aspectos
diagndsticos

1.1. Infroduccion

El Sindrome de Beckwith-Wiedemann
(BWS) es una enfermedad genética
que cursa principalmente  con
sobrecrecimiento fisico durante los
primeros afios de vida. Los nifios con
BWS tienen alto peso al nacimiento
y un crecimiento acelerado durante
la primera infancia. Las personas
con BWS suelen tener un desarrollo
fisico e intelectual dentro del rango de
normalidad. Sin embargo, un pequefio
porcentaje puede mostrar algin
retraso en la maduracion neurologica,
provocado por alteraciones de la
glucemia durante el periodo perinatal

y/o anomalias cromosomicas de
la  region 11p  (principalmente
duplicaciones de origen paterno). Otro
de los factores a tener en cuenta es una
susceptibilidad mayor que la poblacién
general a desarrollar tumores; mientras
que en la poblacion general el riesgo
de cancer en menores de 14 afios es de
aproximadamente 1/15.000 nifios, en
el BWS el riesgo tumoral global es de
3-5%.

EIBWS se debe a alteraciones genéticas
complejas (mecanismos epigenéticos
que alteran el imprinting, pequefias
deleciones y duplicaciones, mutaciones
puntuales en genes de la region 11p,
disomia uniparental, traslocacion y
reordenamientos cromosomicos, ver
apartado 4). La frecuencia de cada
mecanismo patogénico es diferente y el
diagnodstico molecular final se realiza,
en general, en centros especializados
en estas patologias.
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Tabla 1. Caracteristicas clinicas
observadas en el Sindrome de
Beckwith- Wiedemann

Muy frecuentes

Poco frecuentes

zada

Erupcion prematu-
ra de los dientes
Prematuridad
Gemelaridad
Malformacion ca-
pilar (hemangioma
plano)

Macrosomia Diastasis de rectos
Pliegues en 16bulos | Facies caracteris-
de la oreja tica

Fosetas en helix Pie equinovaro
posterior Nistagmo y estra-
Macroglosia bismo

Onfalocele Tumores embrio-
Hernia umbilical narios

Hipotonia Deficit de atencién
Hipercrecimiento en | con hiperactivi-
la infancia dad
Nefromegalia

Hepatoesplenome-

galia

Hemihiperplasia

Hipoglucemia

Frecuentes Ocasionales
Citomegalia adre- | Malformacion
nocortical anatdmica cere-
Polihidramnios bral

Edad désea avan- Convulsiones

Retraso mental
leve/Fracaso es-
colar

Escoliosis
Cardiopatia con-
génita o arritmias
Diabetes o predia-
betes

1.2. Manifestaciones Clinicas

Existe un nGmero importante de
hallazgos en el BWS. Los mas
frecuentes se enumeran en la Tabla
1. Aunque no hay consenso absoluto
sobre los criterios clinicos diagnosticos
para el BWS, varios autores han
sugerido diferentes criterios mayores y
menores (Tabla 2).

1.2.1. Presentacién prenatal y
perinatal

La caracteristica mas comun en BWS
detectada antes del nacimiento es la
macrosomia (90%) y el polihidramnios
(50%)'2. E1 50% de los pacientes nacen
de forma prematura.

Otras caracteristicas comunes son un
cordon umbilical largo y una placenta
que, de media, pesa casi el doble de lo
esperable para la edad gestacional. Se
han descrito caracteristicas de BWS
en cerca de un tercio de fetos/recién
nacidos de embarazos asociados a
displasia mesenquimal placentaria®.

1.2.2. Crecimiento

La macroglosia y la macrosomia, por
lo general, estan presentes desde el
nacimiento (una longitud media al
nacer de unos 52,6cm y peso de 4kg)*,
aunque se han descrito algunos casos
de aparicion mas tardia’. Al llegar a
adultos, por lo general, se mantienen
en la zona normal-alta, a pesar del
rapido crecimiento durante la infancia.
La velocidad de crecimiento suele
ralentizarse sobre los 7-8 afios de edad.

Si el paciente presenta hemihiperplasia
(llamada erroneamente
hemihipertrofia), se apreciard desde
el nacimiento, pero conforme crezca
podra ser mas o menos evidente.
La hemihiperplasia puede afectar
segmentos del cuerpo y/o O6rganos
y tejidos concretos. Cuando hay
varios segmentos implicados, la
hemihiperplasia puede estar limitada
a una region del cuerpo (ipsilateral) o
incluir lados opuestos (contralateral)®.
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Tabla 2. Criterios diagnoésticos utilizados por varios autores para el Sindrome de Beckwith Wie-
demann (modificada de Rump y colaboradores'??).

Criterios mayores

abdominal ante-
rior

-Crecimiento pre
o postnatal > p90

Referencias
Caracteristicas Elliott y cols' DeBaun y Tucker?® Weksberg y cols"
-Macroglosia -Macroglosia
-Peso nacimiento > p90 -Macrosomia
-Defecto de pared |-Hipoglucemia en el pe- -Hemihiperplasia

riodo neonatal

-Pliegues o fosetas en
orejas

-Defecto de pared ab-
dominal (onfalocele,
diastasis recti o hernia
umbilical)

-Pliegues o fosetas en
orejas

-Defecto de pared ab-
dominal (onfalocele,
diastasis recti o hernia
umbilical)

Criterios menores

-Pliegues o fosetas
en orejas

-Nevus flammeus
facial

-Hipoglucemia
-Nefromegalia

-Hemihiperplasia

-Tumor embrionario

-Visceromegalia abdo-
minal

-Malformacion renal

Definicion de BWS

Al menos 3 crite-
rios mayores 6 2
mayores y 3 6 mas

Diagnostico clinico hecho
por un médico con al me-
nos 2 de los 5 criterios

Al menos 3 criterios
mayores 0 2 mayores y
1 6 mas menores

menores

1.2.3. Alteraciones metabdlicas

La hipoglucemia neonatal estd muy
bien documentada’; si es grave y
no se detecta o no se trata existe
un alto riesgo de secuelas durante
el desarrollo. Es por ello que en
embarazos de alto riesgo de BWS, bien
por historia familiar o por detecciéon
de onfalocele durante las ecografias
prenatales, es imprescindible el estudio
de hipoglucemia en el neonato. La
mayoria de las hipoglucemias son

leves y transitorias, sin embargo, se ha
descrito algin caso de hipoglucemia
persistente y resistente al tratamiento.
De forma ocasional, la hipoglucemia
puede detectarse mas tardiamente (en
el primer mes de vida).

Otros defectos metabolicos menos
comunes que también pueden aparecer
en pacientes con BWS incluyen
hipotiroidismo, hiperlipidemia/
hipercolesterolemia y policitemia®’.

También la hipercalciuria, incluso en
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ausencia de anomalias renales, se¢ ha
observado en algunos pacientes con
BWS. De hecho, en un trabajo de
Goldman y colaboradores observaron
que el 22% de los pacientes con
BWS presentaban nefrocalcinosis,
comparado con el 7-10% de la
poblacion general'®.

1.2.4. Anomalias esfructurales

Son comunes los defectos de la
pared abdominal anterior, incluyendo
onfalocele, hernia umbilical y diéstasis
de rectos!'2,

Mucha de la informacion relacionada con
los problemas cardiovasculares en BWS
esanecdotica. La cardiomegalia se detecta
con frecuencia en la infancia si se realiza
una placa de torax, pero habitualmente se
resuelve sin tratamiento. Existen algunos
casos aislados de cardiomiopatia.

Las anomalias renales incluyen
displasia medular, sistema colector
duplicado, nefrocalcinosis, nefrolitiasis,
rifion esponjoso medular, quistes y
nefromegalia'®!>16,

Se han descrito algunos pacientes con
BWS y alteraciones de la fosa cerebral,
asociadas a alteraciones genéticas y
epigenéticas concretas (ver apartado
6)"718,

También se han observado algunos
casos con paladar hendido, asociado a
alteraciones genéticas concretas (ver
apartado 6)'%%,

Otras caracteristicas fenotipicas
incluyen: prominencia de la metopica,
fontanela grande, occipucio prominente,
cara algo tosca, pliegues y surcos en
las orejas, indentaciones posteriores

del hélix de la oreja, ojos prominentes,
hepatomegalia, hiperplasia pancreatica,
genitales externos grandes, criptorquidia,
edad oOsea avanzada, displasia medular
renal, malformacion de Dandy Walker,
citomegalia adrenocortical®.

1.2.5. Tumores

Los nifios con BWS tienen un mayor
riesgo de nmortalidad asociada a
neoplasia, especialmente al tumor de
Wilms y hepatoblastoma, pero también al
neuroblastoma, carcinoma adrenocortical
y rabdomiosarcoma, asi como un amplio
espectro de tumores, tanto benignos como
malignos?'.

El riesgo estimado para el desarrollo
de tumores en pacientes con BWS es
del 7,5%, con un rango entre el 4% y el
21%'>72126 Este riesgo incrementado
para el desarrollo de tumores parece estar
concentrado en los primeros ocho afios
de vida, habiéndose descrito la aparicion
de tumores posteriormente a esta edad en
muy pocos casos.

Los pacientes con BWS tienen un mayor
riesgo de mortalidad, principalmente
como consecuencia de la prematuridad,
macroglosia, hipoglucemia, tumores y, en
raras ocasiones, cardiomiopatias, aunque
gracias a las mejoras en el reconocimiento
del sindrome y su tratamiento, el riesgo
de mortalidad ha disminuido del 20%
descrito clasicamente’”. En relacion
al riesgo tumoral y su seguimiento
prospectivo, en la tabla 3 se presentan
los riesgos generales (independientes
del subtipo molecular) y las medidas
de seguimiento consensuadas para su
evaluacion?.
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Tabla 3. Riesgo tumoral asociado a BWS
y medidas de seguimiento consensuadas.
Tipo de Riesgo Medidas de
tumor (% casos revencion
Bws) |P
Tumor
renal de 3% Ecografia renal
Wilms
Hepato- Alfafetoproteina
1,6% .
blastoma plasmatica
Ecogratia abdo-
INiEEslol 1,3% minal, catecola-
toma g g
minas en orina
Rabdomio- | 30, | RM abdominal
sarcoma

1.2.6. Desarrollo

El desarrollo en los nifios con BWS
es generalmente normal, salvo
que presenten alguna  anomalia
cromosOmica® o historia de hipoxia o
hipoglucemia no tratada.

Se ha descrito que los desérdenes
neuroldgicos,
espectro autista, aparecen en una mayor
frecuencia en los niflos con BWS3;
sin embargo este diagndstico estaba
basado Unicamente en la impresion de
los progenitores. Son necesarios mas
trabajos con correctas determinaciones
sobre el neurodesarrollo para poder
estimar, realmente, la frecuencia de estos
problemas neurologicos en el BWS:

como trastornos del

El prondstico es generalmente bueno
tras la infancia. Sin embargo, pueden
existir algunas complicaciones en la
adolescencia/etapa adulta (displasia
renal medular, subfertilidad en varones),
en algunos casos asociadas al subtipo
molecular®! (ver apartados 2 y 6).

2. Manejo clinico de los
pacientes

2.1. Cuidados médicos
generales
recomendados para los
pacientescon BWS

2.1.1. Evaluacion Prenatal

Evidencias: Los embarazos multiples
tienen un riesgo sensiblemente mayor
de apariciéon de BWS®. Este se ve
notablemente incrementado en los
embarazos obtenidos con técnicas de
reproduccion asistida, principalmente
por fecundacion in vitro (FIV) o
inyeccion intracitoplasmatica (ICSI).
Segun datos disponibles en la literatura,
las técnicas de reproduccion asistida
incrementan entre 4 y 5 veces el riesgo
de aparicion de BWS respecto a la
poblacion general®*-*°. Por lo tanto, si
la frecuencia del BWS en la poblacion
general es de aproximadamente
1:14.000, entre los nacidos gracias
a técnicas de reproduccion asistida
estaria en torno a 1:3.000.

Los fetos portadores de BWS pueden
tener hallazgos ecogréficos prenatales
sugestivos de la  enfermedad.
Algunos hallazgos habituales
son polihidramnios, onfalocele y
macrosomia cuya frecuencia justifica
un seguimiento estricto del embarazo
y la programacion del momento del
parto, que en la mayoria de los casos
acaba en cesarea programada*®->!.

Conducta: Si hay sospecha prenatal de
BWS:
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1- Considerar seguimiento por un
equipo obstétrico experimentado
y, si fuera posible, familiarizado
con el BWS.

2- Considerar la realizacion de
ecografias “dismorfoldgicas”,
evaluando  detalladamente la
anatomia fetal, en particular la
region craneofacial y el abdomen,
en el que se medirdn los organos
solidos.

3- Programar una cesarea si
existe onfalocele o macrosomia
fetal importante.

4- Alertar al equipo neonatal
del posible diagnostico, para que
se tomen medidas que eviten la
hipoglucemia neonatal.

2.1.2. Evaluacién clinica postnatal

El neonatdlogo o pediatra debe estar
pendiente de los posibles hallazgos y/o
complicaciones de los recién nacidos
con BWS. Dado que dichos hallazgos
pueden ser diversos, de gravedad
variable, y diferentes segiin la edad
de los pacientes, hemos dividido el
seguimiento clinico por edades.

2.1.2.1. Nacimiento y primer ano
de vida

Evidencias: Los neonatos con BWS
presentan riesgo de hipoglucemia,
por lo que el nivel de glucosa en
sangre debe ser evaluado de forma
seriada para prevenir este importante
problema’>%. La mayoria de los nifios
no presentan retraso en la maduracion
neurologica, excepto un pequefio

grupo de pacientes que han sufrido
hipoglucemias insuficientemente
tratadas o aquellos que presentan una
anomalia citogenética (duplicacion de
origen paterno) en la region 11p. El
riesgo de tumores esta incrementado 4
veces en pacientes con hemihiperplasia
o nefromegalia, apareciendo en el
abdomen en el 95% de los casos, y
antes de los 4 afios de vida. La mayoria
de los tumores asociados al BWS
son embrionarios y eventualmente
susceptibles de ser diagnosticados con
marcadores bioquimicos y/o mediante
ecografia. El cribado de tumores en
los primeros afios de vida permite
un diagnostico precoz de cancer
mejorando la supervivencia de estos
pacientes a corto y largo plazo*-**!.
La macroglosia sintomatica que cursa
con dificultad respiratoria, infecciones
incontrolables de la via area superior,
dificultad para alimentarse, etc., mejora
con el tratamiento quirGrgico de
reduccion®>72,

Examen fisico: Una vez sospechado
y/o confirmado el diagnodstico de BWS:

1- Realizar un examen fisico
completo incluyendo exploracion
abdominal completa en la primera
consulta.

2- Examinar y supervisar el
proceso de duelo y adaptacion
de los padres al diagndstico de su
hijo, valorando la necesidad de
apoyo psicologico profesional a los

padres.
3- Continuar los  examenes
clinicos detallados incluyendo

palpacion abdominal cuidadosa
cada 3-4 meses.
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4- Consignar peso, talla vy
perimetro  cefalico en cada
consulta. Realizar una curva con
cada uno de estos parametros.

5- Evaluar la alimentacidon tanto
en cantidad como en calidad.

6- Comprobar si existe
macroglosia, la efectividad de
la succion y de la deglucion y el
manejo de las secreciones y de la
via aérea.

7- Evaluar la presencia y/o
aparicion de hernias umbilicales o
inguinales.

8- Realizar una exploracion
cardiolégica. Si  se constata
miocardiopatia hipertréfica
neonatal, continuar el seguimiento
con el cardidlogo infantil,
incluyendo radiografia de térax
anual.

9- Evaluar la funcién neurolégica
y el desarrollo psicomotor durante
el primer afio de vida.

Estudios complementarios:

1- Realizar un  seguimiento
riguroso y seriado de la glucemia
en el periodo neonatal.

2- En caso de hipoglucemia
persistente, descartar
hiperinsulinismo mediante
aproximacion diagndstica  por
etapas. Considerar consulta al
endocrindlogo infantil. Descartar
nesidioblastosis y/o implantacion
de medicacion.

3- Realizar cariotipo, estudios de
FISH para la region 11p y estudios

para descartar UPD. Si éstos son
normales contactar con un centro
especializado para realizar el
diagnéstico molecular (aunque
estos resultados pueden demorarse
ya que muchos de dichos centros
los realizan como estudios de
investigacion).

4- Realizar trimestralmente una
determinacion de alfafetoproteina,
gonadotropina corionica y
catecolaminas en sangre.

5- Realizar ecografias
abdominales trimestrales para el
diagnostico precoz de tumoracion
abdominal oculta.

6- Realizar un estudio de orina
completa cada tres meses para
deteccion precoz de tumor de
Wilms.

7- Realizar una radiografia de
torax semestralmente.

8- Realizaruna ecografia cerebral
antes del alta neonatal mientras la
fontanela esté permeable.

9- Realizar un TAC o resonancia
magnética (RMN) de abdomen
si existe nefromegalia o imagen
sospechosa abdominal o toracica.

10- Evaluar la denticién con
consulta al odonto6logo.

Otros aspectos

1- Solicitar consulta de
asesoramiento genético con un
genetista.  Eventualmente  se
completarian los estudios con
analisis moleculares del nifio y sus
padres
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2- Planear soporte educacional y
psicologico de la familia

3- Si presenta retraso psicomotor

comenzar con estimulacion
precoz.
4- Si existe macroglosia

sintomatica (dificultad ventilatoria,
dificultad en la alimentaciéon o
infecciones respiratorias  altas
a repeticion) consultar con
el  especialista  maxilofacial
la posibilidad de realizar una
glosectomia parcial.

2.1.2.2. Entre 1 y 4 anos de vida

Evidencias: El cribado de tumores
en los primeros afios de vida permite
un diagndstico temprano de cancer y
mejora la supervivencia a corto y largo
plazo de estos pacientes.

El riesgo de tumores est4 incrementado
4 veces en aquellos pacientes con
hemihiperplasia o nefromegalia. La
edad media de la mayoria de los nifios
con BWS que desarrollaran un tumor
esta alrededor de los 2 afios?0>+6!.

Examen fisico:

1- Realizar un examen fisico
completo incluyendo evaluacion
abdominal completa en cada
consulta.

2- Evaluacion seriada del
desarrollo psicomotor. Puede haber
problemas en el area motora gruesa
(inicio de la marcha, saltar, girar,
correr,...). Considerar evaluacion
por el neurdlogo infantil si existe
hipotonia o si hay alteraciones
persistentes de desarrollo
psicomotor.

3- Continuar los  exdmenes
clinicos detallados incluyendo
palpacion abdominal rigurosa cada
3-4 meses.

4- Consignar peso, talla vy
perimetro cefélico en cada consulta
y completar cada una de las curvas
de crecimiento somatométrico.

5- Puede haber erupcion precoz
de la denticion y debe informarse
a la familia que esto es esperable
por ser un hallazgo frecuente en el
BWS.

6- Es imprescindible contar con
un estudio de neuroimagen (TAC o
RMN cerebral) en forma periddica
(al menos cada 2 afios).

7- Evaluar la alimentacién tanto
en cantidad como en calidad.

Estudios complementarios:

1- Realizar cariotipo, estudios de
FISH para la region 11p y estudios
moleculares que incluyan el estudio
de UPD si no se hubieran realizado

anteriormente

2- Realizar trimestralmente
una determinacién sérica de
alfafetoproteina, = gonadotropina

coriodnicay catecolaminas urinarias.

3- Realizar ecografias abdominales
cada 3-4 meses para diagnostico
precoz de tumoracion abdominal
oculta.

4- Realizar un estudio de orina
completa cada 3-4 meses.

5- Realizar un control de la edad 6sea
anualmente.
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6- Realizar una radiografia de torax
semestralmente.

7- Realizar al menos otra ecografia
cerebral mientras la fontanela esté
permeable.

8- Realizar un TAC completo si existe
nefromegalia o imagen sospechosa
abdominal o toracica.

9-  Evaluar la denticidon con consulta al
odontdlogo.

10- Si la evolucion del lenguaje no es
la esperada, se debe realizar una
audiometria o potenciales evocados
auditivos.

Otros aspectos:

1- Solicitar, si es factible, consulta
de asesoramiento  genético
con un genetista. Si aiin no se
han realizado, se completara
el estudio con andlisis
moleculares del nifio y sus
padres

2- Evaluar la necesidad de
ofrecer soporte educacional y
psicolégico a la familia

3- Sipresenta retraso psicomotor,
se comenzara con la
estimulacion precoz.

4- Considerar consulta con el
Endocrindlogo infantil.

2.1.2.3. Entre los 4 y 10 anos de
vida

Evidencias: El riesgo de desarrollar
tumores en los nifios con BWS mayores
de 4 afios disminuye considerablemente
en relacion a edades mas precoces.
Casi el 95% de los pacientes con BWS

y tumores son menores de 4 afios. Esta
informacién debe ser transmitida a la
familia para disminuir la ansiedad que
genera la posibilidad de que su hijo sea
incluido en un programa de seguimiento
para despistaje de tumores?®-346!,

Examen fisico:

1- Realizar un examen fisico
completo incluyendo evaluacién
abdominal completa en cada
evaluacion anual.

2- Continuar los  exdmenes
clinicos detallados incluyendo
palpacion  abdominal rigurosa
anualmente.

3- Consignar peso, talla y
perimetro  cefdlico en cada
consulta. Realizar una curva con
cada uno de estos parametros.

4- Evaluar la alimentacion tanto
en cantidad como en calidad.

5- Considerar una evaluacion
psicopedagdgica previa al ingreso
en educaciéon primaria si persiste
el retraso de la maduracion
psicomotora.

Estudios complementarios

1- Realizar cuantificaciones
anuales de la glucemia.

2- Realizar semestralmente una
maxilodeterminacion  sérica de
alfafetoproteina,  gonadotropina
coridnica y catecolaminas.

3- Realizar ecografias
abdominales en forma anual para
diagnostico precoz de tumoracion
abdominal oculta.

4- Realizar un estudio de orina
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completo anualmente.

5- Realizar una radiografia de
torax anualmente.

6- Realizar TAC abdominal si
existe nefromegalia o alguna
imagen sospechosa en la region
abdominal o toracica.

7- Evaluar la denticiéon con una
consulta al odontoélogo.

Otros aspectos

1- Solicitar, sies factible, consulta
de asesoramiento genético con un
genetista.

2- Eventualmente se
completarian los estudios con
analisis moleculares en el nifio y
sus padres.

3- Soporte educacional y
psicolégico a la familia.

2.1.2.4. Entre los 10 anos de vida
y la primera etapa de la juventud

Evidencias: Aunque existen casos
aislados de aparicion de tumores en
pacientes con BWS durante la segunda
década de la vida, el riesgo disminuye
considerablemente a partir de esta
edad, siendo innecesario un programa
especifico de seguimiento.

Examen fisico:

1- Realizar un examen fisico
completo incluyendo una
exploraciéon abdominal cuidadosa
en cada visita anual.

2- Consignar peso, talla y
perimetro  cefalico en cada
consulta. Realizar una curva en
cada uno de éstos parametros.

3- Evaluar la alimentacidén tanto
en cantidad como en calidad.

4- Considerar apoyo psicolégico
del paciente. Los nifios y
adolescentes con BWS tienen
una autoestima baja, les cuesta
relacionarse, pueden tener cambios
incontrolados de caracter y son
mas vulnerables a dafio emocional
por parte de sus compaferos.

5- Considerar apoyo escolar
continuo.

6- Evaluar su conducta para
descartar posibles alteraciones
psiquiatricas o neurosis.

7- Alertar a los padres sobre la
posibilidad de traumatismos en la
practica de deportes debido a la
torpeza motora.

Estudios complementarios

1- Realizar anualmente
hemogramas (descartar
enfermedades
linfoproliferativas) y
ecografias abdominales
(tumoraciones abdominales).

2- Realizar estudio de orina
completa anualmente.

3- Evaluar la columna vertebral
para descartar escoliosis 'y
cifosis.

4- Realizar radiografia de torax
anualmente.

5- Evaluar la denticion con
consulta al odontologo.

6- Considerar la realizacion de un
estudio de neuroimagen (TAC o
RMN) cada 2-3 aiios.
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Otros aspectos

1- Si no se hubiesen realizado,
completar el estudio con
analisis moleculares en el nifio
y sus padres.

2- Oftecer soporte educacional y
psicoldgico a la familia.

2.1.2.5. Adultos con BWS
Examen fisico:

1- Realizar fisico

completo anual.

€xamen

Estudios complementarios

1- Planear la realizacion anual
de un estudio completo de

laboratorio, incluyendo
enzimas, 'y  marcadores
tumorales.

Otros aspectos

1- Insistir en los mecanismos de
transmision de la enfermedad
y el riesgo en futuros hijos
del paciente, si se ha podido
determinar la  subvariante
molecular del BWS.

3. Diagndstico diferencial

3.1. Sindrome de Weaver

Weaver y col. en 1974 describieron
un sindrome caracterizado  por
aceleracion del crecimiento en talla
y de la edad Osea, caracteristicas
craneofaciales inusuales, voz grave y
ronca, hipertonia y camptodactilia’.
Algunas comunicaciones posteriores
sugirieron firmemente que se trataba de
una entidad clinicamente reconocible y

distinta. Ademas de las caracteristicas
iniciales, los pacientes descritos
presentaban hernias, piel redundante,
retraso psicomotor, ensanchamiento de
la region distal de los huesos, y menton
pequeio. Esta causado por alteraciones
en el gen EZH?2, que codifica para una
histona metiltransferasa’™.

3.2. Sindrome de
Simpson-Golabi-Behmel

El Sindrome de Simpson Golabi
Behmel (SSGB) (MIM 312870) es
una enfermedad genética que causa
principalmente sobrecrecimiento fisico
durante los primeros afios de vida. Los
nifios con SSGB presentan ademas
algunos otros hallazgos clinicos
distintivos tales como malformaciones
multiples de la linea media, anomalias
cardiacas y vertebrales, facies tosca,
macroglosia, organomegalia, y mayor
riesgo de desarrollar retraso psicomotor
y enfermedades neoplasicas. A
diferencia de la mayoria de los
Sindromes de Sobrecrecimiento, el
SSGB es una enfermedad con herencia
recesiva ligada al cromosoma X.
Aunque algunos pacientes adultos con
SSGB pueden llegar atener sudesarrollo
fisico e intelectual dentro del rango de
normalidad, lo habitual es que siempre
exista algin grado de discapacidad.
Como comentamos anteriormente, otro
de los factores a tener en cuenta es una
probable susceptibilidad mayor que la
poblacion general a desarrollar algin
tipo de tumor o cancer (tumor de Wilms,
embriomas atipicos, neuroblastoma,
hepatoblastoma, etc). El defecto
primario reside en un gen que mapea



Enfermedades de impronta: guias de buena prdctica clinica

en la region Xq26 y que codifica para
un proteoglicano extracelular llamado
gliplican-3 (GPC3) y en el que se han
identificado mutaciones y deleciones
en el gen. Este proteoglicano se cree
puede jugar un rol importante en el
control del crecimiento de los tejidos
mesodérmicos y en la predisposicion a
desarrollar tumores’7®.

3.3. Sindrome de Sotos

El sindrome de Sotos (SSo) es una
patologia  autosémica  dominante
caracterizada por una apariencia
facial tipica, sobrecrecimiento (talla y
circunferencia craneal >2 desviacion
estandar por encima de la media)
y con frecuencia algin grado de
discapacidad intelectual y/o problemas
de aprendizaje. Muchos pacientes
con SSo presentan ademas problemas
de comportamiento, anomalias
congénitas cardiacas, ictericia
neonatal, anomalias renales, escoliosis,
y convulsiones. El SSo es un sindrome
de sobrecrecimiento relativamente
comun, con una incidencia estimada de
1:15.000 nacimientos. Las mutaciones
y deleciones de NSDI, una histona
metiltransferasa implicada en la
regulacién transcripcional, son las
responsables de al menos el 75% de los
casos de SSo. La gran mayoria de las
anomalias del gen NSDI son de novo,
y hay algunos casos que son familiares.
Elriesgo de recurrencia en progenitores
normales es muy bajo’’. Ademas, se han
descrito alteraciones en el gen NFIX,
relacionadas con un fenotipo similar
al Sindrome de Sotos conocido como
“Sotos-Like” o Sindrome de Malan.

3.4. Sindrome de Perlman

El sindrome de Perlman es una

enfermedad autosémica  recesiva.
Los nifios son macrosomicos al
nacimiento, presentan hipotonia y

organomegalia. La cara presenta unos
rasgos  dismorficos  caracteristicos
(labio superior invertido en forma de
V, frente prominente, ojos hundidos,
puente nasal ancho y plano, y orejas
de implantacién baja)’®. Pueden tener
anomalias renales (nefromegalia e
hidronefrosis), retraso en el desarrollo
neuroldgico y alta mortalidad neonatal.
El sindrome de Perlman también se
asocia a un alto riesgo de desarrollar
tumor de Wilms, con una incidencia
del 64% en los nifios que superan el
periodo neonatal”.

Estd causado por mutaciones en
homocigosis o heterocigosis compuesta
en el gen DIS3L2 (2q37.2)%.

3.5. Sindrome de Costello

El sindrome de Costello puede ser
muy similar al BWS durante el periodo
neonatal, ya que estos pacientes también
presentan  macrosomia.  Asimismo
pueden presentar anomalias cardiacas,
que incluyen defectos estructurales,
como miocardiopatia hipertrofica, o
arritmias. Con el paso del tiempo, los
pacientes con sindrome de Costello
muestran problemas para crecer, retraso
en el desarrollo y otras caracteristicas
propias como rasgos faciales rudos®'.

La causa molecular en el caso
del Sindrome de Costello son las
alteraciones en un gen de la via de RAS,
el HRAS (11p15.5).
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3.6. Sindrome de
Maroteaux-Lamy

El sindrome de Maroteaux-Lamy
o mucopolisacaridosis de tipo VI
en una enfermedad autosdmica
recesiva causada por una deficiencia
en la enzima arilsulfatasa B®2. En
los primeros afios de vida, los nifios
presentan un crecimiento acelerado y
una edad 6sea avanzada, lo que sugiere
sobrecrecimiento. Sin  embargo,
sobre los 2-3 afios de edad, las
manifestaciones incluyen opacidad de
la cornea, hepatoesplenomegalia, talla
baja, disostosis, anomalias cardiacas,
y adquisicion de rasgos faciales mas

rudos®.

Estd causado por mutaciones en
homocigosis o heterocigosis compuesta

en el gen ARSB (5q14)3.

11p15.5

4. Alteraciones
genéticas asociadas

4.1. Region 11pl5

Las alteraciones mas frecuentes
responsables del sindrome de Beckwith
Wiedemann son epimutaciones
(alteraciones de la metilacion) o
deleciones o duplicaciones en la region
cromosomica 11pl15'"%8% Los genes
responsables de BWS localizados en
esta region incluyen el IGF2, HI9,
CDKNIC, KCNQI y KCNQIOTI. En
la figura 1 se observan la distribucion y
regulacion de esta region.

El dominio 1 del cromosoma 11p15.5
estd localizado en la zona mas
telomérica de la region de impronta y
contiene a los genes H19 e IGF2. HI9,
expresado desde el alelo materno, es un
RNA que no se traduce y que parece
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KCNQ10T1 coKNiC

PAT — " i

ICR1

=

ICR2

Figura 1: Orientacion, expresion y ubicacion de la region 11pl5 implicados en la fisiopatologia del BWS. En
azul se muestran los genes de expresion paterna, en rojo los de materna y gris para los genes silenciados. La re-
gion 11p15.5 puede dividirse en dos dominios funcionales cuya impronta depende de dos regiones reguladoras
de la impronta (ICR1 e ICR2). La metilacion del ICR1 en el cromosoma paterno es responsable de la impronta
reciproca en /GF2 y H19, es decir, de la expresion de /GF2 desde el alelo paterno y de H/9 desde el materno.
En BWS la ganancia de metilacion en ICR1 conlleva la inactivacion de H19 y la sobreexpresion de /GF2.
La metilacion de ICR2 en el cromosoma materno es responsable de la impronta del dominio centromérico. En
el cromosoma paterno, la ausencia de metilacion en ICR2 conlleva la expresion de KCNQ1OT1, que reprime a
KCNQIy CDKNIC. En el cromosoma materno, KCNQ1OT1 esta reprimido por la metilaciéon de ICR2 y, por
tanto, KCNQ! y CDKNIC pueden expresarse. En BWS, la pérdida de metilacién materna en ICR2 conlleva
la activacién de KCNQI1OT1 y el silenciamiento de CDKNIC.
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funcionar como supresor tumoral.
IGF?2 se expresa desde el alelo paterno
y codifica para un factor de crecimiento
fetal. Su sobreexpresion se considera
determinante en el desarrollo de BWS.
La expresion de ambos genes esta
regulado desde un centro de impronta
llamado ICR1. ICR1 estd metilado
en el alelo paterno y desmetilado en
el materno. ICR1 estd ubicado en la
posicion 3 del gen HI9 y regula de
forma reciproca la expresion de HI9
y IGF2; el imprinting silenciard la
expresion de HI19 en el alelo paterno,
permitiendo que HI9 se exprese
en el alelo materno, con el DMR
(Differentially Methylated Region o
region diferencialmente metilada) no
metilado. Ademas regulara la expresion
paterna de /GF2 funcionando como
elemento aislante o insulator: ICRI
lleva, de hecho, una secuencia que
constituye un sitio de unidon para la
proteina represora CTCF (CCCTC-
binding factor zinc finger protein)
que puede unirse al DNA no metilado
del cromosoma materno e inhibir la
interaccion del alelo materno de /GF2
con su enhancer ubicado corriente
abajo de H19; con efecto de silenciar
la expresion de IGF2 en el alelo
materno®’-58,

El dominio 2, localizado en una region
mas centromérica respecto del dominio
1, esta constituido por los genes
CDKNIC, KCNQI y KCNQIOTI.
El gen KCNQI codifica para una
subunidad de un canal del potasio y
esta relacionado con diferentes tipos
de sindromes de arritmia cardiaca.
KCNQI tiene imprinting paterno y se
expresa en el alelo materno en muchos

tejidos, con la importante excepcion
del corazén®. El gen CDKNIC codifica
para la proteina p57Kip2, miembro
de la familia de inhibidores de las
quinasas dependientes de ciclinas
(CdK). CDKNIC se expresa en el
alelo materno y actiia como regulador
negativo de la proliferacion celular y
supresion de tumores®.

La regulacion de esta regiéon estd
controlada por el centro regulador
de la impronta ICR2, localizado en
el intron 10 de KCNQI. ICR2 es una
region diferencialmente metilada que
contienen el promotor de KCNQIOT1.
KCNQIOTI se transcribe en el alelo
paterno en anti sentido respecto a
KCNQI, es un mRNA no-codificante
de funcion todavia desconocida®-.
En BWS, la pérdida de metilacion en
ICR2 conlleva la expresion bialélica
de KCNQIOTI y wuna expresion
disminuida de CDKNIC®. En
algunos casos de BWS, esta pérdida
de metilacion en ICR2 se asocia con
pérdida de la metilacion en multiples
regiones a lo largo del genoma®*’.

4.2. Alteracionesen 11pl5

Se han descrito diferentes mecanismos
tanto epigenéticos como genéticos
que, al afectar al dominio de 11p15.5,
conllevan la aparicion de BWS. Estos
mecanismos alteran la importante
contribucion especifica de alelo de
esta region® e incluyen: pérdida de
metilacion en ICR2 (50% de los
pacientes), disomia uniparental del
cromosoma 11 (20% de los casos),
ganancia de metilacion en ICR (5%),
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Tabla 4. Grupos genéticos y epigenéticos en el Sindrome de Beckwith Wiedemann (modifica-
do de Cohen y colaboradores'®).
Grupo Herencia Frecuencia (%) Cariotipo ADN ARN
. .. | Pérdida de imprin-
Lo Pérdida de metila- | .
A Esporadico 50 Normal cién de KvDMRI ZI;g de KvLQTI-
Lo Metilacion nor- | Pérdida de imprin-
B Esporadico 25-50 Normal mal de H19 ting de IGF2
C Esporadico 10-20 Normal Disomia unipa-
rental paterna
D Esporadico 10-20 Normal Desconocida Desconocida
Lo Mutacion p5 7%/
E Esporadico 5-10 Normal (CDKNIC)
Autosomico Mutacion p5 752
| Dumtie > Do (CDKNIC)
G Auto.somlco 5 Normal Desconocida
Dominante
Esporadico o Metilacion de Pérdida de imprin-
B il 2 Normal H19 ting de IGF2
I Esporadico o | Duplicacién
Familiar I1pl5
Traslocacion . L
o . ., Disrupcion de
J Esporadico 1 / inversion KvLOTI
11pl5l1
K Gelpe}o's mo- Desconocida | Normal Desconocida Desconocida
nocigoticos
Esporadico o Microdelecion
Aut. Dominan- . del centro de im-
L te, con transmi- DIEEEe ) e printing de LIT1
sién materna y H19
mutaciones en CDKNIC (5% de los gendmicas (microdeleciones 0

casos esporadicos) y, mas raramente,

duplicaciones  paternas, inversion
materna o traslocaciones de la region

11p15.5 (menos del 1%)'>%%.

En algunos casos, las alteraciones en
la metilacion, principalmente las de
ICR1, estan asociadas a alteraciones

microduplicaciones)®*-1%,

La  presencia de  alteraciones
epigenéticas que afectan tanto a ICR1
como a ICR2 sugiere, generalmente,
la presencia de disomia paterna de
la region 11p15.5%. Se cree que esta

disomia es consecuencia de una
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recombinacidn somatica postcigdtica
y, por tanto, en la mayoria de los casos

tiene una distribucion en mosaico'?’.

En aproximadamente 10%-15% de los
casos la etiologia es desconocida'!*¢.
Esto puedes ser debido, en parte, a que
al existir mosaicismo somatico, tanto
la técnica como el tejido estudiado no
sean los idoneos.

La tabla 4 presenta los distintos
subgrupos genéticos y epigenéticos
identificados en el BWS agrupados
por su frecuencia relativa y mostrando
que ésta es una entidad genéticamente
heterogénea y con un efecto
dependiente del origen parental de los
genes heredados® 101108111 = A dia de
hoy hay 12 grupos o formas genéticas/
epigenéticas diferentes, con distintas
formas de herencia, diferentes genes
y varios mecanismos moleculares
implicados. La mayoria de los
pacientes con BWS (alrededor del
90%) son esporaddicos y sin ninguna
anomalia cromosomica demostrable
(grupos A-E y H-J). El resto (10%)
muestran un patron de herencia
autosomico dominante con ligamiento
en la region 11pl5 (grupos F y G).
Los reordenamientos cromosomicos
relacionados con el BWS se observan
en el 1-3% de los casos (grupos 1y
J). Translocaciones e inversiones de
la regiéon 11pl5 son tipicamente de
herencia materna (Grupo J) mientras
las duplicaciones son de origen
paterno (Grupo I).

Las  alteraciones  genéticas y
epigenéticas del BWS  pueden
afectar tanto a los genes supresores
del crecimiento de origen materno

como los genes promotores del
crecimiento de origen paterno.
Aproximadamente un 10-20% de

los pacientes con BWS presentan
disomia uniparental (UPD) paterna
(Grupo C). Todos los pacientes con
UPD presentan mosaicismo somatico,
lo que demuestra que son necesarias
ambas contribuciones parentales en
la embriogénesis temprana y que
la UPD aparece postzigoticamente,
hallandose solo en algunos tejidos.
En la UPD 11p15 paterna, el fenotipo
de BWS y la predisposicion tumoral
es probablemente causada por la
combinacién de un aumento en la
expresion de genes promotores del
crecimiento (/GF2, de origen paterno)
y una expresion disminuida o nula
de genes supresores del crecimiento
(ejemplo HI9, de origen materno).
Finalmente, el recientemente agregado
grupo L incluye aquellos pacientes con
microdeleciones del gen KCNQIOTI
LITI) o del centro de imprinting de
los genes IGF2/H19, cuya frecuencia
exacta es aun desconocida®-!0!:108-111,

4.3. Ofras alteraciones
genéticas asociadas
a BWS

Se ha sugerido que otros loci fuera de la
region 11p15.5 pudieran jugar un papel
en la etiologia de BWS. Asi, estudios
moleculares han demostrado que
NALP2, en el cromosoma 19, puede
modular el imprinting en 11pl5'"2
Ademas, se ha encontrado una delecion
en el cromosoma 7 en un paciente
con caracteristicas clinicas sugerentes
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de BWS'S, Esta delecion incluia el
gen GRBI0, un gen improntado que
parece jugar un papel en promover el
crecimiento.

También se han descrito deleciones
en 18q en pacientes con algunas
caracteristicas de BWS y retraso en el
desarrollo'',

5. Estudios moleculares

Los estudios moleculares estan
orientados  hacia la  deteccién
escalonada de las alteraciones

moleculares observadas en el BWS.

Asi, al igual que ocurre en otras
enfermedades con defectos de impronta,
el MS-MLPA es el método mas robusto
disponible clinicamente para detectar
la mayoria de las alteraciones genéticas
y epigenéticas asociadas a BWS. Asi, el
MS-MLPA detecta a nivel genémico las
deleciones y duplicaciones de la region
critica en 1lp y a nivel epigenético
las alteraciones del imprinting, tanto
la hipometilaciéon del ICR2 como la
hipermetilacion del ICR1 o la presencia
de ambas alteraciones de la metilacion
como ocurre en los pacientes con
disomia uniparental'’>. El mosaicismo
somatico asociado a la disomia puede
llevar sefiales débiles en el MS-MLPA.
Se recomienda confirmar la UPD
por microsatélites cuando se observe
metilacién alterada simultdneamente
en ICR1 e ICR2. También puede
realizarse un estudio de SNParray. El
estudio de array de SNPs informa sobre
las disomias uniparentales y sobre todo
localiza y cuantifica su porcentaje. Asi,
ante un caso de disomia uniparental

el SNParray es capaz de localizar el
punto de rotura en el brazo corto del
cromosoma 11 y ademas estimar el
porcentaje de células afectadas por
éste; ya que como se comenta mas
arriba, siempre es mosaico'”’.

Ademas, la ausencia de identificacion
de alteracion de la metilacion o UPD
en un tejido concreto (generalmente
linfocitos) mno es  concluyente,
especialmente en los  pacientes
que presentan hemihiperplasia. Es
recomendable estudiar al menos dos
tejidos o tipos celulares!!S.

El estudio cromosdémico o cariotipo
es necesario para la identificacion de
traslocaciones/inversiones de origen
materno (ocurren en pocos casos) y
también las duplicaciones paternas de
la region 11pl5.5. Las traslocaciones/
inversiones, por lo general, afectan al
gen KCNQI y normalmente no son
detectadas mediante MS-MLPA>-!'7,

En aquellos casos en los que no se
hayan identificado alteraciones en la
metilacion es recomendable el estudio
por secuenciacion del gen CDKNIC ya
que pueden identificarse mutaciones en
el 5% de los casos esporadicos y en el
40% de los casos familiares?*!'®,

6. Correlacion
genotipo-fenotipo

Existe una cierta correlacion genotipo-
fenotipo en el BWS!'8, Esto implica
que ante el diagnodstico confirmado
de ciertas subformas moleculares, el
fenotipo puede ser distinto al de otras. A
la vez, ante el hallazgo clinico de ciertas
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anomalias congénitas especificas o de
hallazgos clinicos, el estudio molecular
puede ser orientado de forma tal que
pueda variarse el orden protocolizado
de estudios solicitados.

Tabla 5. Hallazgos clinicos sugerentes de
la posible alteracion en 11p15.5 asociada.
Se recomienda contemplar esta correlacion
genotipo-fenotipo de forma orientativa.

Hallazgo clinico | Subforma molecular

Desarrollo de UPD(11p15)pat; hi-
tumores permetilacion ICR1

UPD(11p15)pat; Hi-
pometilacion ICR2;
Hipermetilacion
ICR1

Hemihiperplasia

Hipometilacion
Onfalocele ICR2; mutacion
CDKNIC.

Retraso psicomo-
tor, discapacidad
intelectual

Duplicaciones pater-
nas 11p

Paladar hendido,
anomalias geni- Mutacion CDKNIC
tales

En la tabla 5 se muestra los hallazgos
clinicos orientados en relacion a las
formas moleculares del BWS (no son
excluyentes ni exclusivas de cada forma,
sino que son los hallazgos mas frecuentes
u orientativos de cada subforma
molecular).

*  Hemihiperplasia: Asociada a
UPD(11plS)pat en mosaico
o, en menor frecuencia
a alteraciones en ICR2 o
ICR1861119.

* El onfalocele esta asociado
con mutaciones en CDKNIC o
hipometilacion en ICR2!8:86.120,

*  Elpaladar hendido se asocia con

mutaciones en CDKN]C"%.

Aparicion de
tumores39’57’85’l 10,111,121-124

UPD(11p15)pat 0
hipermetilacion en ICRI1
asociados al mayor riesgo
a desarrollar tumor de
Wilms y hepatoblastoma
(aproximadamente 30%)

Los pacientes con pérdida de
metilacion en ICR2 tienen
un riesgo moderado (5%) a
desarrollar tumores distintos
al de Wilms.

Los pacientes con mutaciones
en CDKNIC tienen muy
bajo riesgo al desarrollo
de tumores, aunque se han
descrito unos pocos casos
con neuroblastoma.

Los pacientes con
alteraciones  citogenéticas
tienen muy bajo riesgo de
desarrollo tumoral

Es importante tener en
cuenta que en pacientes con
diagndstico claro de BWS
en los que no se detectan
alteraciones moleculares, el
riesgo a desarrollar tumores es
de aproximadamente el 20%.
Esto es posiblemente debido
al mosaicismo somatico para
la UPD(11p15)pat que hemos
mencionado previamente

El retraso en el desarrollo
se asocia con duplicaciones
paterna en 11pl5 detectables
mediante el estudio
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citogenético®30%125 aunque
también puede deberse a una
grave hipoglucemia neonatal o a
otras complicaciones perinatales
como la prematuridad. Ademas,
se han descrito algunos casos
con retraso en el desarrollo y
anomalias cerebrales asociadas,
en algunas ocasiones, con
hipometilacion en ICR2 o
mutaciones en CDKNIC''8,

El fenotipo severo de BWS se
asocia con niveles muy altos de
mosaicismo para UPD(11p15.5)
pat27,126

Las hermanas gemelas
monocigéticas,  discordantes
para BWS presentan, por lo
general, hipometilacion en
ICR2'”, mientras que los
varones gemelos discordantes,
mucho menos frecuentes,
se asocian con una mayor
variedad de  alteraciones
moleculares!'?%128,

Las formas familiares de BWS
estan causadas por mutaciones
en CDKNIC o microdeleciones
enICR1y,masesporadicamente,
microduplicaciones en el
ICR211,19,85,86,100,101,115,129—131.
También se ha visto familias
con traslocaciones o inversiones
en 11pl5.5.

Lasubfertilidad, asociadaonoal
uso de técnicas de reproduccion
asistida, se asocia a un mayor
riesgo de nifios con BWS
causado por hipometilacion
en ICR2*%*, Queda pendiente
realizar estudios para concluir

qué aspectos especificos de esta
subfertilidad o de tratamientos
es el responsable de esta
asociacion.

7. Asesoramiento
genético

La mayoria de los pacientes con el
BWS son esporddicos (alteraciones
en la metilacion en ICR1 o ICR2,
UPD(11p15)pat). Como hemos visto,
la pérdida de metilacion en 11pl5
aparece habitualmente en mosaico, lo
cual se considera indicativo de un error
epigenético que se produce de forma
postcigdtica, por lo que dificilmente sera
transmisible. El riesgo de recurrencia es
comparable al de la poblacion general''®.

Una situacién completamente distinta
es la de aquellos casos debidos a un
reordenamiento cromosomico, ya que los
portadores de una delecion, duplicacion o
translocacion cromosoémica causante del
sindrome tendrdn un riesgo a priori del
50% de transmitirla a su descendencia.
Es decir, los escasos casos familiares
suelen ser compatibles con una herencia
autosdmica dominante y con gran

variabilidad intrafamiliar''°.

Las alteraciones moleculares asociadas
con un alto riesgo de recurrencia
incluyen:

(i) mutaciones en CDKNIC 'y
traslocaciones o inversiones de la
region 11p15.5 si el portador es la
madre: el riesgo de recurrencia es
del 50%7%. El riesgo es bajo si el
portador es el padre, aunque se ha
descrito al menos un caso de BWS
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asociado a mutacion en CDNKIC
en el alelo paterno'*°.

en ICR2, por lo que se recomienda
realizar un estudio parental cuando

se identifican estas alteraciones en

(ii) duplicaciones en 11p15.5 de origen .
paterno: el riesgo de recurrencia no el caso indice™'*
se ha definido claramente, pero serd  Por tanto, no es necesario el estudio
probablemente alto si el padre es molecular de los padres y otros miembros
portador de una traslocacion'?, de la familia en presencia de UPD. Se
(ii)microdeleciones/  recomiendaelestudiodelosprogenitores

si se identifican alteraciones gendmicas
(alteraciones cromosdmicas, mutaciones
en CDKNIC, o microduplicaciones o
microdeleciones en 11p15.5).

microduplicaciones en 11p15.5: se
ha observado transmision familiar
en presencia de microdeleciones
en ICR1 y, menos frecuentemente,

RESUMEN

Aunqgue no existe consenso respecto a los criterios diagndsticos de Sindro-
me de Beckwith Wiedemann (BWS), los pacientes con esta enfermedad
suelen identificarse al nacimiento por la presencia de macrosomia, macro-
glosia y onfalocele o hernia umbilical. Muchos de estos ninos pueden tener
ademds todos o algunos de los siguientes hallazgos: asimetria (hemihiper-
plasia) de miembros, torso o cara, hipoglucemia, organomegalia, altero-
ciones de las orejas (apéndices auriculares, fosetas en el hélix o surcos en
la region del Idbulo de la oreja) y tumores embrionarios. Ocasionalmente
también pueden manifestar las siguientes caracteristicas clinicas: paladar
hendido, enfermedad congénita cardiaca, defectos en el sistema geni-
tourinario y polidactilia.

La frecuencia del BWS es aproximadamente 1:14000 nacimientos.

El estudio molecular de la regién 11p15 permite caracterizar el mecanismo
genético subyacente, siendo el MS-MLPA la técnica de eleccion, dado
que permite identificar la mayor parte de las alteraciones genéticas y epi-
genéticas asociadas a BWS.

Existe una cierta correlacion fenotipo-(epi)genotipo, lo que permite identi-
ficar el riesgo de los pacientes a desarrollar fumores, y a identificar su riesgo

de recurrencia.



Capitulo 4: SINDROME DE BECKWITH-WIEDEMANN

REFERENCIAS

Elliott M, Bayly R, Cole T, Temple IK, Maher
ER. Clinical features and natural history of
Beckwith-Wiedemann syndrome: presentation
of 74 new cases. Clin Genet 1994;46:168-74.

Weng EY, Moeschler JB, Graham JM, Jr
Longitudinal observations on 15 children with
Wiedemann-Beckwith syndrome. Am J Med
Genet 1995;56:366-73.

Wilson M, Peters G, Bennetts B, et al. The
clinical phenotype of mosaicism for genome-
wide paternal uniparental disomy: two new
reports. Am J Med Genet A 2008;146A:137-48.

Lapunzina P, del Campo M, Delicado A, et al.
Guia clinica para el seguimiento de pacientes con
sindrome de Beckwith-Wiedemann. An Pediatr
2006;64:252-9.

Chitayat D, Rothchild A, Ling E, et al. Apparent
postnatal onset of some manifestations of the
Wiedemann-Beckwith syndrome. Am J Med
Genet 1990;36:434-9.

Hoyme HE, Seaver LH, Jones KL, Procopio F,
Crooks W, Feingold M. Isolated hemihyperplasia
(hemihypertrophy): report of a prospective
multicenter study of the incidence of neoplasia
and review. Am J Med Genet 1998;79:274-8.

Pettenati MJ, Haines JL, Higgins RR, Wappner
RS, Palmer CG, Weaver DD. Wiedemann-
Beckwith syndrome: presentation of clinical and
cytogenetic data on 22 new cases and review of
the literature. Hum Genet 1986;74:143-54.

Engstrom W, Lindham S, Schofield P.
Wiedemann-Beckwith syndrome. Eur J Pediatr
1988;147:450-7.

Martinez y Martinez R, Ocampo-Campos R,
Perez-Arroyo R, Corona-Rivera E, Cantu JM.
The Wiedemann-Beckwith syndrome in four
sibs including one with associated congenital
hypothyroidism. Eur J Pediatr 1985;143:233-5.

Goldman M, Shuman C, Weksberg R, Rosenblum

ND. Hypercalciuria in Beckwith-Wiedemann
syndrome. J Pediatr 2003;142:206-8.

Weksberg R, Shuman C, Beckwith JB.
Beckwith-Wiedemann syndrome. Eur J Hum
Genet 2010;18:8-14.

Weksberg R, Shuman C, Smith AC. Beckwith-
Wiedemann syndrome. Am J Med Genet C
Semin Med Genet 2005;137C:12-23.

Borer JG, Kaefer M, Barnewolt CE, et al. Renal
findings on radiological followup of patients with

20.

21.

22.

23.

24.

Beckwith-Wiedemann syndrome. The Journal of
urology 1999;161:235-9.

Choyke PL, Siegel MJ, Oz O, Sotelo-
Avila C, DeBaun MR. Nonmalignant renal
disease in pediatric patients with Beckwith-
Wiedemann syndrome. AJR American journal of
roentgenology 1998;171:733-7.

Wong CA, Cuda S, Kirsch A. A review of
the urologic manifestations of Beckwith-
Wiedemann syndrome. Journal of pediatric
urology 2011;7:140-4.

Mussa A, Peruzzi L, Chiesa N, et al.
Nephrological findings and genotype-phenotype
correlation in Beckwith-Wiedemann syndrome.
Pediatr Nephrol 2012;27:397-406.

Gardiner K, Chitayat D, Choufani S, et al.
Brain abnormalities in patients with Beckwith-
Wiedemann syndrome. Am J Med Genet A
2012;158A:1388-94.

Romanelli V, Belinchon A, Benito-Sanz S, et al.
CDKNIC (p57(Kip2)) analysis in Beckwith-
Wiedemann  syndrome (BWS) patients:
Genotype-phenotype correlations, novel
mutations, and polymorphisms. Am J Med Genet
A2010;152A:1390-7.

Hatada I, Nabetani A, Morisaki H, et al. New
pS7KIP2 mutations in Beckwith-Wiedemann
syndrome. Hum Genet 1997;100:681-3.

Li M, Squire J, Shuman C, et al. Imprinting
status of 11pl5 genes in Beckwith-Wiedemann
syndrome patients with CDKNIC mutations.
Genomics 2001;74:370-6.

Cohen MM, Jr. Beckwith-Wiedemann
syndrome: historical, clinicopathological, and
etiopathogenetic  perspectives. Pediatr Dev
Pathol 2005;8:287-304.

DeBaun MR, Siegel MJ, Choyke PL.
Nephromegaly in infancy and early childhood:
a risk factor for Wilms tumor in Beckwith-
Wiedemann syndrome. J Pediatr 1998;132:401-
4.

Schneid H, Vazquez MP, Vacher C, Gourmelen
M, Cabrol S, Le Bouc Y. The Beckwith-
Wiedemann syndrome phenotype and the risk
of cancer. Medical and pediatric oncology
1997;28:411-5.

Sotelo-Avila C, Gonzalez-Crussi F, Fowler JW.
Complete and incomplete forms of Beckwith-
Wiedemann syndrome: their oncogenic potential.



Enfermedades de impronta: guias de buena prdctica clinica

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

J Pediatr 1980;96:47-50.

Tan TY, Amor DJ. Tumour surveillance
in  Beckwith-Wiedemann  syndrome  and
hemihyperplasia: a critical review of the
evidence and suggested guidelines for local
practice. Journal of paediatrics and child health
2006;42:486-90.

DeBaun MR, Tucker MA. Risk of cancer during
the first four years of life in children from The
Beckwith-Wiedemann Syndrome Registry. J
Pediatr 1998;132:398-400.

Smith AC, Shuman C, Chitayat D, et al. Severe
presentation of Beckwith-Wiedemann syndrome
associated with high levels of constitutional
paternal uniparental disomy for chromosome
11p15. Am J Med Genet A 2007;143A:3010-5.

Gracia Bouthelier R, Lapunzina P. Follow-up
and risk of tumors in overgrowth syndromes.
J Pediatr Endocrinol Metab 2005;18 Suppl
1:1227-35.

Slavotinek A, Gaunt L, Donnai D. Paternally
inherited  duplications of 11p15.5 and
Beckwith-Wiedemann syndrome. J Med Genet
1997;34:819-26.

Kent L, Bowdin S, Kirby GA, Cooper WN,
Maher ER. Beckwith Weidemann syndrome:
a  behavioral phenotype-genotype  study.
American journal of medical genetics Part
B, Neuropsychiatric genetics the official
publication of the International Society of
Psychiatric Genetics 2008;147B:1295-7.

Greer KJ, Kirkpatrick SJ, Weksberg R, Pauli
RM. Beckwith-Wiedemann syndrome in
adults: observations from one family and
recommendations for care. Am J Med Genet A
2008;146A:1707-12.

Clayton-Smith J, Read AP, Donnai D.
Monozygotic  twinning and  Wiedemann-
Beckwith syndrome. Am J Med Genet
1992;42:633-7.

Mabher ER. Imprinting and assisted reproductive
technology. Hum Mol Genet 2005;14 Spec No
1:R133-8.

Halliday J, Oke K, Breheny S, Algar E, D
JA. Beckwith-Wiedemann syndrome and
IVF: a case-control study. Am J Hum Genet
2004;75:526-8.

Maher ER, Afnan M, Barratt CL. Epigenetic risks
related to assisted reproductive technologies:
epigenetics, imprinting, ART and icebergs? Hum
Reprod 2003;18:2508-11.

Gicquel C, Gaston V, Mandelbaum J, Siffroi
JP, Flahault A, Le Bouc Y. In vitro fertilization
may increase the risk of Beckwith-Wiedemann

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

syndrome related to the abnormal imprinting
of the KCNIOT gene. Am J Hum Genet
2003;72:1338-41.

Maher ER, Brueton LA, Bowdin SC, et al.
Beckwith-Wiedemann syndrome and assisted
reproduction technology (ART). J Med Genet
2003;40:62-4.

DeBaun MR, Niemitz EL, Feinberg AP.
Association of in vitro fertilization with
Beckwith-Wiedemann syndrome and epigenetic
alterations of LIT1 and H19. Am J Hum Genet
2003;72:156-60.

Weksberg R, Nishikawa J, Caluseriu O, et al.
Tumor development in the Beckwith-Wiedemann
syndrome is associated with a variety of
constitutional molecular 11pl5 alterations
including imprinting defects of KCNQI1OTI.
Hum Mol Genet 2001;10:2989-3000.

Mulik V, Wellesley D, Sawdy R, Howe DT.
Unusual prenatal presentation of Beckwith-
Wiedemann syndrome. Prenatal diagnosis
2004;24:501-3.

Le Caignec C, Gicquel C, Gubler MC, et al.
Sonographic findings in Beckwith-Wiedemann
syndrome related to HI19 hypermethylation.
Prenatal diagnosis 2004;24:165-8.

Pelizzo G, Conoscenti G, Kalache KD, Vesce F,
Guerrini P, Cavazzini L. Antenatal manifestation
of congenital pancreatoblastoma in a fetus with
Beckwith-Wiedemann ~ syndrome.  Prenatal
diagnosis 2003;23:292-4.

Fremond B, Poulain P, Odent S, Milon J, Treguier
C, Babut JM. Prenatal detection of a congenital
pancreatic cyst and Beckwith-Wiedemann
syndrome. Prenatal diagnosis 1997;17:276-80.

Hillstrom MM, Brown DL, Wilkins-Haug L,
Genest DR. Sonographic appearance of placental
villous hydrops associated with Beckwith-
Wiedemann syndrome. Journal of ultrasound
in medicine : official journal of the American
Institute of Ultrasound in Medicine 1995;14:61-
4.

Hewitt B, Bankier A. Prenatal ultrasound
diagnosis of Beckwith-Wiedemann syndrome.
The Australian & New Zealand journal of
obstetrics & gynaecology 1994;34:488-90.

Nowotny T, Bollmann R, Pfeifer L, Windt E.
Beckwith-Wiedemann syndrome: difficulties
with prenatal diagnosis. Fetal diagnosis and
therapy 1994;9:256-60.

Shah YG, Metlay L. Prenatal ultrasound diagnosis
of Beckwith-Wiedemann syndrome. Journal of
clinical ultrasound : JCU 1990;18:597-600.

Meizner I, Carmi R, Katz M, Insler V. In utero



Capitulo 4: SINDROME DE BECKWITH-WIEDEMANN

49.

50.

51

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

prenatal diagnosis of Beckwith-Wiedemann
syndrome; a case report. European journal of
obstetrics, gynecology, and reproductive biology
1989;32:259-64.

Wieacker P, Wilhelm C, Greiner P, Schillinger
H. Prenatal diagnosis of Wiedemann-Beckwith
syndrome. Journal of perinatal medicine
1989;17:351-5.

Lenke RR, Schmidt EK. Diagnosis of the
Beckwith-Wiedemann syndrome in the second
trimester of pregnancy. A case report. The Journal
of reproductive medicine 1986;31:514-6.

Nivelon-Chevallier A, Mavel A, Michiels R,
Bethenod M. [Familial Wiedeman-Beckwith
syndrome: prenatal echography diagnosis and
histologic confirmation]. Journal de genetique
humaine 1983;31 Suppl 5:397-402.

Hussain K, Cosgrove KE, Shepherd RM, et al.
Hyperinsulinemic hypoglycemia in Beckwith-
Wiedemann syndrome due to defects in the
function of pancreatic beta-cell adenosine
triphosphate-sensitive potassium channels. J Clin
Endocrinol Metab 2005;90:4376-82.

DeBaun MR, King AA, White N. Hypoglycemia
in Beckwith-Wiedemann syndrome. Seminars in
perinatology 2000;24:164-71.

Clericuzio CL, Chen E, McNeil DE, et al. Serum
alpha-fetoprotein screening for hepatoblastoma in
children with Beckwith-Wiedemann syndrome or
isolated hemihyperplasia. J Pediatr 2003;143:270-
2.

Hertel NT, Carlsen N, Kerndrup G, et al. Late
relapse of adrenocortical carcinoma in Beckwith-
Wiedemann syndrome. Clinical, endocrinological
and genetic aspects. Acta Paediatr 2003;92:439-
43.

McNeil DE, Brown M, Ching A, DeBaun MR.
Screening for Wilms tumor and hepatoblastoma in
children with Beckwith-Wiedemann syndromes:
a cost-effective model. Medical and pediatric
oncology 2001;37:349-56.

Bliek J, Maas SM, Ruijter JM, et al. Increased
tumour risk for BWS patients correlates with
aberrant H19 and not KCNQI1OT!1 methylation:
occurrence of KCNQIOT1 hypomethylation
in familial cases of BWS. Hum Mol Genet
2001;10:467-76.

Choyke PL, Siegel MJ, Craft AW, Green DM,
DeBaun MR. Screening for Wilms tumor in
children with Beckwith-Wiedemann syndrome
or idiopathic hemihypertrophy. Medical and
pediatric oncology 1999;32:196-200.

Lonergan GJ, Martinez-Leon MI, Agrons GA,
Montemarano H, Suarez ES. Nephrogenic rests,
nephroblastomatosis, and associated lesions of

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

the kidney. Radiographics : a review publication
of the Radiological Society of North America, Inc
1998;18:947-68.

Di Cataldo A, Haupt R, Fabietti P, Schiliro G. Is
intensive follow-up for early detection of tumors
effective in children with Beckwith-Wiedemann
syndrome? Clin Genet 1996;50:372-4.

Smith PJ, Sullivan M, Algar E, Shapiro DN.
Analysis of paediatric tumour types associated
with hemihyperplasia in childhood. Journal of
paediatrics and child health 1994;30:515-7.

Giancotti A, Romanini G, Docimo R, Arcuri
C. Clinical treatment of oral manifestations of
Beckwith-Wiedeman syndrome in a child. The
Journal of clinical pediatric dentistry 2003;27:377-
80.

Gasparini G, Saltarel A, Carboni A, Maggiulli F,
Becelli R. Surgical management of macroglossia:
discussion of 7 cases. Oral surgery, oral medicine,
oral pathology, oral radiology, and endodontics
2002;94:566-71.

Kotoku R, Kinouchi K, Fukumitsu K, Taniguchi A.
[A neonate with Beckwith-Wiedemann syndrome
who developed upper airway obstruction after
glossopexy]. Masui The Japanese journal of
anesthesiology 2002;51:46-8.

Dios PD, Posse JL, Sanroman JF, Garcia EV.
Treatment of macroglossia in a child with
Beckwith-Wiedemann syndrome. Journal of oral
and maxillofacial surgery : official journal of the
American Association of Oral and Maxillofacial
Surgeons 2000;58:1058-61.

Kacker A, Honrado C, Martin D, Ward R.
Tongue reduction in Beckwith-Weidemann
syndrome. International journal of pediatric
otorhinolaryngology 2000;53:1-7.

Kopriva D, Classen DA. Regrowth of tongue
following reduction glossoplasty in the neonatal
period for Beckwith-Wiedemann macroglossia.
The Journal of otolaryngology 1998;27:232-5.

Mixter RC, Ewanowski SJ, Carson LV. Central
tongue reduction for macroglossia. Plastic and
reconstructive surgery 1993;91:1159-62.

Weiss LS, White JA. Macroglossia: a review. The
Journal of the Louisiana State Medical Society
: official organ of the Louisiana State Medical
Society 1990;142:13-6.

Sokoloski PM, Ogle RG, Waite DE. Surgical
correction of macroglossia in Beckwith-
Wiedemann syndrome. J Oral Surg 1978;36:212-
5.

Rizer FM, Schechter GL, Richardson MA.
Macroglossia:  etiologic ~ considerations and
management techniques. International journal of



Enfermedades de impronta: guias de buena prdctica clinica

72.

73.

74.

75.

76.

71.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

pediatric otorhinolaryngology 1985;8:225-36.

Kveim M, Fisher JC, Jones KL, Gruer B. Early
tongue resection for Beckwith-Wiedemann
macroglossia.  Annals of plastic surgery
1985;14:142-4.

Weaver DD, Graham CB, Thomas IT, Smith DW.
A new overgrowth syndrome with accelerated
skeletal ~maturation, unusual facies, and
camptodactyly. J Pediatr 1974;84:547-52.

Tatton-Brown K, Murray A, Hanks S, et al.
Weaver syndrome and EZH2 mutations:
Clarifying the clinical phenotype. Am J Med
Genet A 2013;161A:2972-80.

Neri G, Gurrieri F, Zanni G, Lin A. Clinical and
molecular aspects of the Simpson-Golabi-Behmel
syndrome. Am J Med Genet 1998;79:279-83.

Shi W, Filmus J. A patient with the Simpson-
Golabi-Behmel syndrome displays a loss-of-
function point mutation in GPC3 that inhibits the
attachment of this proteoglycan to the cell surface.
Am J Med Genet A 2009;149A:552-4.

Baujat G, Rio M, Rossignol S, et al. Paradoxical
NSDI mutations in Beckwith-Wiedemann
syndrome and 11pl5 anomalies in Sotos
syndrome. Am J Hum Genet 2004;74:715-20.

Perlman M, Levin M, Wittels B. Syndrome
of fetal gigantism, renal hamartomas, and
nephroblastomatosis with Wilms’ tumor. Cancer
1975;35:1212-7.

Greenberg F, Copeland K, Gresik MV. Expanding
the spectrum of the Perlman syndrome. Am J Med
Genet 1988;29:773-6.

Astuti D, Morris MR, Cooper WN, et al. Germline
mutations in DIS3L2 cause the Perlman syndrome
of overgrowth and Wilms tumor susceptibility.
Nature genetics 2012;44:277-84.

van Eeghen AM, van Gelderen I, Hennekam RC.
Costello syndrome: report and review. Am J Med
Genet 1999;82:187-93.

Maroteaux P, Leveque B, Marie J, Lamy M. [a
New Dysostosis with Urinary Elimination of
Chondroitin Sulfate B]. Presse Med 1963;71:1849-
52.

Azevedo AC, Schwartz IV, Kalakun L, et al.
Clinical and biochemical study of 28 patients
with mucopolysaccharidosis type VI. Clin Genet
2004;66:208-13.

Litiens T, Brooks DA, Peters C, Gibson
GJ, Hopwood JJ. Identification, expression,
and biochemical characterization of
N-acetylgalactosamine-4-sulfatase mutations and
relationship with clinical phenotype in MPS-VI

patients. Am J Hum Genet 1996;58:1127-34.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

Cooper WN, Luharia A, Evans GA, et al.
Molecular subtypes and phenotypic expression
of Beckwith-Wiedemann syndrome. Eur J Hum
Genet 2005;13:1025-32.

Enklaar T, Zabel BU, Prawitt D. Beckwith-
Wiedemann syndrome: multiple molecular
mechanisms. Expert reviews in molecular
medicine 2006;8:1-19.

Hark AT, Schoenherr CJ, Katz DJ, Ingram RS,
Levorse JM, Tilghman SM. CTCF mediates
methylation-sensitive enhancer-blocking activity
at the H19/1gf2 locus. Nature 2000;405:486-9.

Hark AT, Tilghman SM. Chromatin conformation
of the H19 epigenetic mark. Hum Mol Genet
1998;7:1979-85.

Lee MP, Hu RJ, Johnson LA, Feinberg AP. Human
KVLQT1 gene shows tissue-specific imprinting
and encompasses Beckwith-Wiedemann
syndrome chromosomal rearrangements. Nat
Genet 1997;15:181-5.

Matsuoka S, Edwards MC, Bai C, et al. p5S7KIP2,
a structurally distinct member of the p21CIP1 Cdk
inhibitor family, is a candidate tumor suppressor
gene. Genes Dev 1995;9:650-62.

Smilinich NJ, Day CD, Fitzpatrick GV, et
al. A maternally methylated CpG island in
KvLQT]1 is associated with an antisense paternal
transcript and loss of imprinting in Beckwith-
Wiedemann syndrome. Proc Natl Acad Sci U S A
1999;96:8064-9.

Lee MP, DeBaun MR, Mitsuya K, et al. Loss of
imprinting of a paternally expressed transcript,
with antisense orientation to KVLQTI, occurs
frequently in Beckwith-Wiedemann syndrome
and is independent of insulin-like growth
factor II imprinting. Proc Natl Acad Sci U S A
1999;96:5203-8.

Diaz-Meyer N, Day CD, Khatod K, et al
Silencing of CDKNIC (p57KIP2) is associated
with hypomethylation at KvDMR1 in Beckwith-
Wiedemann syndrome. J Med Genet 2003;40:797-
801.

Netchine I, Rossignol S, Azzi S, Brioude F,
Le Bouc Y. Imprinted anomalies in fetal and
childhood growth disorders: the model of Russell-
Silver and Beckwith-Wiedemann syndromes.
Endocrine development 2012;23:60-70.

Azzi S, Rossignol S, Steunou V, et al. Multilocus
methylation analysis in a large cohort of 11pl5-
related foetal growth disorders (Russell Silver
and Beckwith Wiedemann syndromes) reveals
simultaneous loss of methylation at paternal
and maternal imprinted loci. Hum Mol Genet
2009;18:4724-33.

BliekJ, Verde G, Callaway J, etal. Hypomethylation



Capitulo 4: SINDROME DE BECKWITH-WIEDEMANN

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

at multiple maternally methylated imprinted
regions including PLAGL1 and GNAS loci in
Beckwith-Wiedemann syndrome. Eur J Hum
Genet 2009;17:611-9.

Rossignol S, Steunou V, Chalas C, et al. The
epigenetic imprinting defect of patients with
Beckwith-Wiedemann syndrome born after
assisted reproductive technology is not restricted
to the 11p15 region. J Med Genet 2006;43:902-7.

Weksberg R, Smith AC, Squire J, Sadowski P.
Beckwith-Wiedemann syndrome demonstrates
a role for epigenetic control of normal
development. Hum Mol Genet 2003;12 Spec No
1:R61-8.

Niemitz EL, DeBaun MR, Fallon J, et al.
Microdeletion of LIT1 in familial Beckwith-
Wiedemann syndrome. Am J Hum Genet
2004;75:844-9.

Prawitt D, Enklaar T, Gartner-Rupprecht B, et al.
Microdeletion of target sites for insulator protein
CTCF in a chromosome 11p15 imprinting center
in Beckwith-Wiedemann syndrome and Wilms*
tumor. Proc Natl Acad Sci U S A 2005;102:4085-
90.

Sparago A, Cerrato F, Vernucci M, Ferrero
GB, Silengo MC, Riccio A. Microdeletions
in the human H19 DMR result in loss of IGF2
imprinting and Beckwith-Wiedemann syndrome.
Nature genetics 2004;36:958-60.

Baskin B, Choufani S, Chen YA, et al. High
frequency of copy number variations (CNVs) in
the chromosome 11p15 region in patients with
Beckwith-Wiedemann syndrome. Hum Genet
2014;133:321-30.

Beygo J, Citro V, Sparago A, et al. The molecular
function and clinical phenotype of partial
deletions of the IGF2/H19 imprinting control
region depends on the spatial arrangement of the
remaining CTCF-binding sites. Hum Mol Genet
2013;22:544-57.

Abi Habib W, Azzi S, Brioude F, et al. Extensive
investigation of the IGF2/H19 imprinting control
region reveals novel OCT4/SOX2 binding site
defects associated with specific methylation
patterns in Beckwith-Wiedemann syndrome.
Hum Mol Genet 2014.

Brioude F, Lacoste A, Netchine I, et al. Beckwith-
Wiedemann syndrome: growth pattern and tumor
risk according to molecular mechanism, and
guidelines for tumor surveillance. Hormone
research in paediatrics 2013;80:457-65.

Demars J, Shmela ME, Rossignol S, et al.
Analysis of the IGF2/H19 imprinting control
region uncovers new genetic defects, including
mutations of OCT-binding sequences, in patients

107.

108.

109.

110.

111.

112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.

119.

with 11p15 fetal growth disorders. Hum Mol
Genet 2010;19:803-14.

Romanelli V, Meneses HN, Fernandez L, et al.
Beckwith-Wiedemann syndrome and uniparental
disomy 11p: fine mapping of the recombination
breakpoints and evaluation of several techniques.
Eur ] Hum Genet 2011;19:416-21.

Cohen MMJ, Neri G, Weksberg R. Overgrowth
syndromes. Oxford University Press 2002.

Kang M. Inherited microdeletions that give rise
to Beckwith-Wiedemann syndrome. Clin Genet
2005;67:299-300.

Bliek J, Gicquel C, Maas S, Gaston V, Le Bouc
Y, Mannens M. Epigenotyping as a tool for
the prediction of tumor risk and tumor type in
patients with Beckwith-Wiedemann syndrome
(BWS). J Pediatr 2004;145:796-9.

DeBaun MR, Niemitz EL, McNeil DE,
Brandenburg SA, Lee MP, Feinberg AP.
Epigenetic alterations of HI19 and LIT1
distinguish patients with Beckwith-Wiedemann
syndrome with cancer and birth defects. Am J
Hum Genet 2002;70:604-11.

Meyer E, Lim D, Pasha S, et al. Germline
mutation in NLRP2 (NALP2) in a familial
imprinting  disorder  (Beckwith-Wiedemann
Syndrome). PLoS Genet 2009;5:¢1000423.

Naik S, Riordan-Eva E, Thomas NS, et al.
Large de novo deletion of 7pl5.1 to 7pl2.1
involving the imprinted gene GRB10 associated
with a complex phenotype including features
of Beckwith Wiedemann syndrome. Eur J Med
Genet 2011;54:89-93.

Lirussi F, Jonard L, Gaston V, et al. Beckwith-
Wiedemann-like macroglossia and 18q23
haploinsufficiency. Am J Med Genet A
2007;143A:2796-803.

Scott RH, Douglas J, Baskcomb L, et al.
Methylation-specific multiplex ligation-
dependent probe amplification (MS-MLPA)
robustly detects and distinguishes 11pl5
abnormalities associated with overgrowth and
growth retardation. J Med Genet 2008;45:106-
13.

Eggermann T, Algar E, Lapunzina P, et al. Clinical
utility gene card for: Beckwith-Wiedemann
Syndrome. Eur J Hum Genet 2014;22.

Li M, Squire JA, Weksberg R. Molecular
genetics of Wiedemann-Beckwith syndrome. Am
J Med Genet 1998;79:253-9.

Mussa A, Russo S, De Crescenzo A, et al. (Epi)
genotype-phenotype correlations in Beckwith-
Wiedemann syndrome. Eur J Hum Genet 2015.

Shuman C, Steele L, Fei YL, et al. Paternal



Enfermedades de impronta: guias de buena prdctica clinica

120.

121.

122.

123.

124.

125.

uniparental disomy of 11p15 is associated with
isolated hemihyperplasia and expands Beckwith-
Wiedemann syndrome spectrum. Am J Hum
Genet 2002; 71:477.

Engel JR, Smallwood A, Harper A, et al.
Epigenotype-phenotype correlations in
Beckwith-Wiedemann syndrome. J Med Genet
2000;37:921-6.

Alsultan A, Lovell MA, Hayes KL, Allshouse
MIJ, Garrington TP. Simultaneous occurrence
of right adrenocortical tumor and left adrenal
neuroblastoma in an infant with Beckwith-
Wiedemann syndrome. Pediatric blood & cancer
2008;51:695-8.

Rump P, Zeegers MP, van Essen AJ. Tumor
risk in Beckwith-Wiedemann syndrome: A
review and meta-analysis. Am J Med Genet A
2005;136:95-104.

Scott RH, Douglas J, Baskcomb L, et al.
Constitutional 11pl5 abnormalities, including
heritable imprinting center mutations, cause
nonsyndromic Wilms tumor. Nature genetics
2008;40:1329-34.

Kuroiwa M, Sakamoto J, Shimada A, et al.
Manifestation of alveolar rhabdomyosarcoma
as primary cutaneous lesions in a neonate with
Beckwith-Wiedemann syndrome. J Pediatr Surg
2009;44:e31-5.

Waziri M, Patil SR, Hanson JW, Bartley JA.
Abnormality of chromosome 11 in patients with
features of Beckwith-Wiedemann syndrome. J
Pediatr 1983;102:873-6.

126.

127.

128.

129.

130.

131.

Smith AC, Rubin T, Shuman C, et al. New
chromosome 11pl5 epigenotypes identified
in male monozygotic twins with Beckwith-
Wiedemann syndrome. Cytogenet Genome Res
2006;113:313-7.

Weksberg R, Shuman C, Caluseriu O, et al.
Discordant KCNQIOT!1 imprinting in sets of
monozygotic twins discordant for Beckwith-
Wiedemann syndrome. Hum Mol Genet
2002;11:1317-25.

Elalaoui SC, Garin I, Sefiani A, Perez de
Nanclares G. Maternal Hypomethylation of
KvDMR in a Monozygotic Male Twin Pair
Discordant for Beckwith-Wiedemann Syndrome.
Molecular syndromology 2014;5:41-6.

Bliek J, Verde G, Callaway J, et al
Hypomethylation at multiple maternally
methylated imprinted regions including PLAGL1
and GNAS loci in Beckwith-Wiedemann
syndrome. Eur J Hum Genet 2009;17:611-9.

Lee MP, DeBaun M, Randhawa G, Reichard
BA, Elledge SJ, Feinberg AP. Low frequency
of p57KIP2 mutation in Beckwith-Wiedemann
syndrome. Am J Hum Genet 1997;61:304-9.

Percesepe A, Bertucci E, Ferrari P, et al.
Familial Beckwith-Wiedemann syndrome due to
CDKNI1C mutation manifesting with recurring
omphalocele. Prenatal diagnosis 2008;28:447-9.



Capitulo 5: DISOMIA UNIPARENTAL

DEL CROMOSOMA 14 Y
SINDROMES RELACIONADOS

Clara Serra-Juhé, Luis A. Pérez-Jurado

Departamento de Ciencias Experimentales y de la Salud, Universitat Pompeu Fabra, Barcelo-
na; Centro de Investigacion Biomédica en Red de Enfermedades Raras (CIBERER), Instituto de
Investigacion Médica Hospital del Mar-IMIM, Barcelona

1. Infroduccion

Como ya se ha definido en el capitulo
de conceptos generales (capitulo 1),
la disomia uniparental (uniparental
disomy, UPD) consiste en la presencia
de dos cromosomas homologos (o
parte de ellos) provenientes del mismo
progenitor en un genoma celular
diploide, cuando en condiciones
normales cada cromosoma homologo
se hereda de un progenitor distinto. La
UPD materna (UPDmat) se refiere,
para un par cromosomico determinado,
a la presencia de dos cromosomas
homologos maternos con ausencia
del cromosoma de origen paterno;
la UPD paterna (UPDpat) consiste
en la presencia de dos cromosomas
homologos provenientes del padre
con ausencia del cromosoma materno.
La UPD se denomina heterodisomia
cuando los dos cromosomas homoélogos
heredados del mismo progenitor son
distintos (procedentes de cada uno de
los abuelos); si se hereda por duplicado

el mismo cromosoma (de un Unico
abuelo), se denomina isodisomia.

La UPD del cromosoma 14 (UPD14)
ocurre cuando una persona recibe los dos
cromosomas 14 del mismo progenitor.
Las UPDs no cambian la composicion
ni la dosis de los genes en la célula y no
se asocian a repercusiones clinica salvo
en dos circunstancias concretas: 1) en
el caso de isodisomias, la UPD puede
desenmascarar mutaciones recesivas
siendo un unico progenitor el portador;
2) cuando existen genes improntados en
el cromosoma involucrado, como ocurre
con el cromosoma 14.

La UPDI14 tiene una incidencia
relativamente elevada en comparacion
con la UPD que afecta otros
cromosomas debido a que el cromosoma
14 es acrocéntrico y, por tanto, puede
estar involucrado en translocaciones

robertsonianas que ocurren entre
cromosomas  acrocéntricos.  Estas
cromosomopatias estructurales
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aumentan el riesgo de UPD de los
cromosomas implicados, y se estima
que 1 de cada 1000 individuos en
la poblacion general es portador de
una translocacién robertsoniana'. No
obstante, la literatura disponible acerca
de los cuadros clinicos asociados a la
UPD14 es escasa debido, en parte, a la
falta de reconocimiento de la entidad
ya que, aunque su frecuencia no es
despreciable, amenudono se llega afiliar
el cuadro con la causa que lo provoca'.

2. Revision clinica:
UPD(14)mat y sindrome
de Temple

2.1. Manifestaciones Clinicas

El cuadro clinico causado porlaUPD(14)
mat se describié por primera vez en
19912, Posteriormente, se han detectado
otras alteraciones en la region 14q32,
epimutaciones y microdeleciones, que
causan un cuadro clinico muy parecido’.
Por este motivo, se ha propuesto
utilizar el término de sindrome de
Temple para estas entidades*. Existe
una detallada revision clinica reciente
de los 51 pacientes con sindrome de
Temple descritos en la literatura hasta el
momento*.

El retraso de crecimiento intrauterino
estd presente en el 75% de casos, con
una media de peso al nacimiento de
-1,88 desviaciones estandar (DE) y
una longitud de -1,64DE respecto a
los recién nacidos de la misma edad
gestacional. El perimetro cefalico medio
al nacimiento es de -0,8DE, presentando
una leve macrocefalia relativa a la talla.

En el 30% de los casos el nacimiento
ocurre de manera prematura, antes de
las 37 semanas de gestacion. El patron
de crecimiento postnatal se caracteriza
por una talla relativamente conservada
durante la infancia (-1DE), con un
estiron puberal disminuido y corto. El
86% de los casos presentan pubertad de
inicio precoz, siendo la edad media de
la menarquia de 10 afios y 2 meses. La
talla final es baja, situandose en -2,04DE
respecto a la media poblacional.

La hidrocefalia detectable durante
los primeros meses de vida es una
manifestacion  clinica  caracteristica
del sindrome de Temple, si bien
remite espontaneamente sin precisar
medidas intervencionistas>>°. Aunque
no existe un claro patréon dismorfico,
se han descrito algunas caracteristicas
faciales frecuentemente asociadas a
este sindrome, que incluyen la frente
ancha, la nariz corta con punta bulbosa
y el filtro corto*”®. En varios casos se
han reportado ademds orejas rotadas
posteriormente asi como clinodactilia
del quinto dedo. Casi la totalidad de
casos presentan acromicria con manos
y pies pequefios y la parte distal de los
dedos algo afilada. Como anomalias
adicionales presentes en algunos casos,
2 pacientes presentaron una fisura de
paladar blando con tvula bifida’, y 3 de
23 varones presentaron criptorquidia uni
o bilateral®7#,

Otra manifestacion muy comun (93%)
durante la infancia es la hipotonia de
predominio en tronco, que se asocia
a un claro retraso en la adquisicion
de habilidades motoras (83%). La
hipotonia, evidente desde el nacimiento,
suele asociarse a una débil succion
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con dificultades secundarias para la
alimentacion. Una cuarta parte de los
pacientes descritos requirieron una
sonda nasogastrica para su alimentacion
durante el periodo neonatal®!!.

Aproximadamente la mitad de los
pacientes presenta algin grado de
discapacidad intelectual o problemas
de aprendizaje leves. No obstante,
una medicion objetiva del cociente
intelectual solo esta disponible para 6
casos, oscilando entre 75-95, lo que
implica una inteligencia alrededor del
limite bajo de la normalidad®'>">.

Aunque no se dispone de datos numéricos
para todos ellos, més de la mitad de los
pacientes desarrollan obesidad durante
la infancia o adolescencia, con un
indice de masa corporal elevado. Como
complicaciones a nivel metabodlico se ha
descrito la aparicion de diabetes mellitus
(3 pacientes)*'*!6, e hiperlipidemia
(tanto hipertrigliceridemia en un caso
como hipercolesterolemia en 4)%%1317,
También se ha detectado una disfuncion
tiroidea en varios pacientes, incluyendo
hipotiroidismo estable o transitorio,
hipertiroidismo y tiroiditis autoinmune®.
Dos adultos jovenes desarrollaron un
carcinoma papilar de tiroides®'®,

Una cuarta parte de los pacientes
presenta escoliosis progresiva durante la
adolescencia, probablemente secundaria
a la hipotonia y laxitud articular y
agravada por la obesidad.

El cuadro clinico causado por la UPD
del cromosoma 14 se asocia, como otras
patologias debidas a disomia uniparental,
arestriccion de crecimiento intrauterino.
Esta  restriccion de  crecimiento
se atribuye, en parte, a la posible

insuficiencia placentaria secundaria
a una trisomia en mosaico en el tejido
placentario, independientemente del
cromosoma implicado®.

2.2. Manejo clinico de los
pacientes

La hipotonia desde el periodo neonatal
dificulta la succion y puede comprometer
la correctaalimentacion. Por este motivo,
es necesario asegurar una adecuada
nutricion para evitar complicaciones
adicionales y garantizar un correcto
crecimiento. En algunos casos puede
requerirse sonda nasogéstrica en el
periodo neonatal. Debido al retraso
de crecimiento pre- y post-natal que
presentan estos pacientes, es necesario
monitorizar en detalle la ganancia de
peso, talla y perimetro craneal.

La hipotonia conlleva también un retraso
en laadquisicion de habilidades motoras.
Esta indicado que estos pacientes reciban
estimulacion precoz desde etapas
tempranas, con el objetivo de mejorar el
tono muscular y optimizar su desarrollo.
Un porcentaje significativo de casos
con UPD(14)mat presentan retraso
psicomotor, dificultades de aprendizaje
y discapacidad intelectual leve. Por
tanto, ademas de la estimulacion precoz
desde el periodo neonatal, es relevante
individualizar su educacion y brindarles
los distintos apoyos que pueden requerir
para su correcto desarrollo y educacion.

dificultades  de
alimentacion del periodo neonatal
y la lactancia, existe un elevado
riesgo de sobrepeso u obesidad en los
pacientes con sindrome de Temple.

Superadas  las
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Consecuentemente, es relevante
controlar la ingesta y promover habitos
saludables en relacion a la alimentacion
y a la actividad fisica. El control de peso
estd especialmente indicado durante la
infancia y la pubertad para evitar que
se desarrolle obesidad y aparezcan otras
complicaciones metabdlicas.

La talla baja y la pubertad precoz son
dos de las manifestaciones clinicas mas
frecuentes y caracteristicas en estos
pacientes. Hasta el momento, hay pocos
datos sobre el impacto de los tratamientos
dirigidos a mejorar ambas alteraciones.
Se ha realizado tratamiento con hormona
de crecimiento en dos pacientes, uno
de los cuales presentaba déficit de GH
objetivado por analitica hormonal.
También se ha publicado la utilizacion
de tratamiento hormonal para retrasar la
pubertad en alguno de estos pacientes.
No obstante, los datos disponibles sobre
los potenciales beneficios a nivel de talla
final de estos tratamientos son todavia
insuficientes. Por tanto, no se puede
hacer una recomendacion global y cada
caso debera manejarse de una manera
individualizada. Debido a la presencia
de escoliosis en un porcentaje de estos
pacientes (26%) esta indicado su control
clinico periddico por si se precisa
intervencion.

Teniendo en cuenta que se han
descrito diversas patologias tiroideas
(hipertiroidismo, hipotiroidismo,
tiroiditis autoinmune y carcinoma
papilar de tiroides) en pacientes con
UPD(14)mat o delecion paterna de
la region 14q32°'8, estd claramente
indicado hacer un seguimiento periddico
de la funcién tiroidea en todos los casos,
mediante anamnesis y determinacion

de niveles de hormonas (TSH y T,), asi
como valorar una ecografia tiroidea.

3. Revision clinica:
UPD(14)pat y sindrome
de Kagami-Ogata

3.1. Manifestaciones clinicas

La UPD(14)pat fue descrita por
primera vez en 1991% asociada a una
constelacién tnica de manifestaciones
que incluyen alteraciones placentarias y
del liquido amniético (placentomegalia
y polihidramnios), y miltiples anomalias
del desarrollo fetal afectando al esqueleto
toracico (costillas en forma de percha y
abdomen en campana), las extremidades
(cortas), rasgos faciales caracteristicos
(vello en la frente, filtro prominente,
micrognatia, blefarofimosis), defectos
de la pared abdominal y discapacidad
intelectual®’*>. Como en la UPD(14)
mat, se han encontrado epimutaciones y
microdeleciones causantes de un cuadro
clinico muy parecido a la UPD(14)pat’,
por lo que se ha propuesto el término de
sindrome de Kagami-Ogata para definir
la UPD(14)pat y los cuadros clinicos
relacionados®. La seric mas grande
estudiada hasta el momento incluye 34
casos®.

El polihidramnios a partir de la semana
25 de gestacién es una manifestacion
constante®26, requiriendo  repetidas
amniorreducciones, y es muy frecuente
detectar una placentomegalia®® (85%).
La ecografia fetal detecta anomalias
toracicas y abdominales en el 40% de
los pacientes a partir de la semana 25
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de gestacion. El parto prematuro es
relativamente frecuente®2¢ (79%), y el
66% de los pacientes nacen mediante
cesarea, indicada por el riesgo de distrés
fetal y el polihidramnios.

El crecimiento prenatal es normal
en relacion a la talla e incrementado
respecto al de la poblacion general por lo
que al peso se refiere (+2,3SD). A nivel
postnatal, se evidencia un retraso de
crecimiento en un tercio de los pacientes
(<-2SD) con un peso relativamente
conservado?®.

La totalidad de los pacientes presentan
rasgos dismorficos que les confieren
una apariencia facial caracteristica®%,
El filtro prominente y los mofletes
abultados parecen signos bastantes
especificos del cuadro clinico; la
mayoria también presenta hirsutismo
en region frontal, un puente nasal
deprimido, una mandibula pequefia
(micrognatia) y pterigium coli. En
relacion a malformaciones mayores,
la totalidad de los pacientes presentan el
torax en forma de campana y las costillas
en forma de percha®?, asi como una
diastasis de los rectos abdominales, con
presencia de onfalocele en un tercio de
los casos?. Debido a las malformaciones
toracicas, la practica totalidad de
los pacientes requieren ventilacion
mecanica al nacimiento, ¢ incluso una
traqueotomia en muchos casos®>%, La
deformidad toricica puede causar un
fallo respiratorio letal durante la infancia
(12%). No obstante, en los pacientes
que superan los primeros afios de vida,
ambas caracteristicas se atenflan de
manera importante durante la infancia,
siendo casi irreconocibles superados los
primeros afios de vida. La clara mejoria

de las deformidades toracicas conduce,
en consecuencia, a una mejoria de la
funcion respiratoria. Considerando este
hecho, el prondstico es relativamente
bueno en los pacientes que sobreviven
el periodo infantil®.

También se ha descrito una alta
incidencia de hepatoblastoma
unicamente en pacientes con UPD(14)
pat. Los tres pacientes (9%) en
los que se detectd antes de los 18
meses de vida un hepatoblastoma
embrionario fallecieron, uno a causa
del hepatoblastoma y los otros dos
por causas no claramente relacionadas
con el tumor (infeccidon respiratoria y
sindrome hemofagocitico)®.

El retraso psicomotor desde etapas
tempranas es una caracteristica comin
en todos los pacientes con sindrome
de Kagami-Ogata. Se manifiesta
ya con retraso en la adquisicién del
control cefalico, siendo constante el
retraso en la sedestacion sin soporte y
en la deambulacion autéonoma. Se ha
realizado un cociente intelectual en 13
casos con este cuadro, obteniéndose
valores entre 29 y 70 con una media
de 55. Es decir, todos los pacientes
presentan discapacidad intelectual en un
rango que varia de leve a severa®?,

3.2. Manejo clinico de los
pacientes

Las manifestaciones clinicas del sindrome
de Kagami-Ogata aparecen ya durante la
gestacion, por lo que suele ser necesario
un control estricto y frecuente a partir del
segundo trimestre de embarazo. Puede
ser preciso realizar amnio-reducciones
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en mas de una ocasion, debido al
polihidramnios. El prondstico general es
incierto. En el momento del nacimiento,
la disfuncion respiratoria secundaria a las
malformaciones toracicas caracteristicas
requiere  ventilacion mecénica en
la totalidad de los casos, e incluso
traqueotomia en los casos mas severos
(1/3). Ello condiciona que se precise
también una sonda nasogastrica en el
periodo neonatal para la nutricion de
todos los pacientes. Cuando existe un
onfalocele, es necesaria la intervencion
quirtrgica temprana.

El  crecimiento intrauterino  estd
preservado, aunque un tercio de los casos
presentan un retraso de crecimiento post-
natal. En consecuencia, esta indicado el
seguimiento clinico del peso y la talla
de forma periddica, asi como aportar
suplementos nutricionales si se precisan.

Es importante la estimulacion precoz en
todos los casos para minimizar el retraso
psicomotor y la discapacidad intelectual,
asi como otras terapias adicionales

(logopedia, fisioterapia) dependiendo del
caso. Se debe individualizar la educacion
de estos pacientes, para adecuar la atencion
y apoyos que reciben.

Debido a la incidencia no despreciable
(9%) de hepatoblastoma en los pacientes
con UPD(14)pat, es necesario establecer
controles periddicos dirigidos a la
deteccion precoz de dicho tumor. El
protocolo es similar al ya estipulado en
otros cuadros con un elevado riesgo de
tumores en la infancia, como el sindrome
de Beckwith-Wiedemann (capitulo 4). El
protocolo establece realizar una ecografia
abdominal”*’y una analitica para medir
la concentracion de alfafetoproteina en
suero?, cada 3 meses durante los primeros
4 a 5 afios de vida. Los 3 casos descritos
desarrollaron el hepatoblastoma entre los 3
y 13 meses, por lo que el periodo de mayor
riesgo ocupa desde el nacimiento hasta los
18 meses de vida. No obstante, aunque no
esta protocolizado ni bien definido todavia
por el escaso conocimiento de la historia
natural del cuadro clinico durante la vida

Tabla 1. Manifestaciones clinicas y porcentaje de cada una de ellas en pacientes con el Sindrome de
Temple (UPD14mat) y el Sindrome de Kagami-Ogata (UPD14pat).

UPD(14)pat UPD(14)mat
polihidramnios 100% retraso de crecimiento intrauterino 79%
placentomegalia 82% nacimiento prematuro 40%
rasgos dlsmo.r.ﬁcos (filtro prominente y 100% s g e 91%
mejillas abultadas)
onfalocele 30% hidrocefalia
diastasis de rectos abdominales 100% dificultades para alimentarse 40%
e o o € TR 100% retraso en la adquisicion de habilida- 3%
des motoras
costillas en forma de percha 100% discapacidad intelectual 50%
retraso psicomotor 100% pubertad de inicio precoz 87%
retraso de crecimiento postnatal 30% obesidad 50%
hepatoblastoma 13% escoliosis 26%
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adulta, ante la posibilidad de que siga
habiendo un cierto mayor riesgo de otros
tumores es logicamente recomendable
mantener un seguimiento clinico de
estos pacientes de por vida, que incluya
alguna prueba adicional orientada por la
historia clinica cuando proceda.

La tabla 1 muestra una comparativa
de los rasgos mas caracteristicos del
fenotipo de los dos cuadros de UPD(14),
el sindrome de Temple y sindrome de
Kagami-Ogata.

4. Diagnostico diferencial

4.1. Sindrome de Prader-Willi

El diagnostico diferencial del sindrome
de Temple se establece principalmente
con otra entidad causada también por
alteraciones de una region improntada:
el sindrome de Prader-Willi (ver capitulo
7). El solapamiento clinico entre ambos
sindromes es considerable, incluyendo
talla baja, hipotonia, retraso psicomotor,
cifosis o escoliosis y pies y manos
pequeiios. No obstante, la obesidad,
los problemas de comportamiento y la
discapacidad intelectual son mas severas
en el sindrome de Prader-Willi que en el
sindrome de Temple. Ademas, los rasgos
dismorficos son algo distintos entre ambas
entidades, si bien pueden ser sutiles'.

Algunos estudios han publicado datos
sobre el rendimiento diagnostico del
estudio del UPD14 en pacientes con
un diagndstico clinico de sospecha de
sindrome de Prader-Willi y ausencia
de alteraciones detectables en la region
15q11-q13. En una primera cohorte
de 33 pacientes, en 4 de ellos (12%)

se detectd6 una UPD(14)mat’. Todos
presentaban bajo peso al nacimiento
(-2SD), problemas de alimentacion
neonatal y obesidad desarrollada a partir
de los 3 afios. El estudio de una segunda
cohorte de 78 pacientes detectd un patrén
aberrante de metilacion en 14q32 en
5 casos (6,4%), 4 con UPD(14)mat y
uno con epimutacion®'. Los pacientes
con la alteracion de metilacion en
14q32 presentaban hipotonia neonatal,
dificultades de alimentacion, pies y
manos pequefias y fueron referidos a la
unidad durante la infancia.

Considerando la evolucion de las
manifestaciones  clinicas de  los
sindromes de Prader-Willi y de Temple,
el solapamiento entre ambas entidades es
mucho mas notorio durante la infancia.
La mayor severidad de la obesidad y
los problemas de aprendizaje, asi como
la aparicion de trastornos graves de
la conducta que ocurren en pacientes
con sindrome de Prader-Willi, permite
diferenciarlo con mas facilidad del
sindrome de Temple a medida que
trascurre el tiempo y, sobre todo, en la
adolescencia y edad adulta.

4.2. Sindrome similar al
Prader-Willi (PWS-like)

Otra entidad a considerar en el diagnostico
diferencial del sindrome de Temple es
el cuadro causado por la delecion de la
region 6q16.2, que incluye el gen SIM1.
El fenotipo asociado a esta delecion se ha
descrito como parecido al sindrome de
Prader-Willi, ya que presentan obesidad,
hipotonia, discapacidad intelectual y
extremidades cortas®**.
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4.3. Sindrome de Silver-Russell

Existen diversas caracteristicas
solapantes entre el sindrome de Temple
y otros trastornos de la impronta como
el sindrome de Silver-Russell (capitulo
3). Ambos cuadros clinicos incluyen un
retraso de crecimiento pre- y post-natal,
una macrocefalia relativa con frente
prominente y dificultades de alimentacion
en periodo neonatal e infancia. No
obstante, rasgos frecuentes en el sindrome
de Silver-Russell como las asimetrias
corporales y manchas cutaneas no se han
identificado en pacientes con UPD(14)
mat 3, Debido al posible solapamiento de
ambos cuadros clinicos, se ha buscado la
existencia de alteraciones en la metilacion
de 14q32 en 85 pacientes que cumplian
criterios clinicos de sindrome de Silver-
Russell, habiendo descartado previamente
epimutaciones en la region de HI9 y
UPD del cromosoma 7. Se identificaron
epimutaciones en 14q32 en dos casos
(2,4%)>.

4.4. Sindrome de Beckwith-
Wiedemann

El sindrome de  Kagami-Ogata
presenta unas manifestaciones clinicas
patognomonicas al nacimiento, como son
el torax en forma de campana, las costillas
en forma de percha y la apariencia
facial (filtro marcado y las mejillas
abultadas). No obstante, superada la
infancia, estas manifestaciones se atentian
volviéndose irreconocibles. Si no se
llega al diagnostico en periodo neonatal,
el diagnostico diferencial debe hacerse
con otros cuadros polimalformativos que
asocien discapacidad intelectual (leve
a severa), caracteristicas dismorficas,

riesgo incrementado de hepatoblastoma
y onfalocele. Asimismo, el diagndstico
del sindrome de Kagami-Ogata tendria
que considerarse en casos atipicos de
sindrome de  Beckwith-Wiedemann
(capitulo 4), cuando no se ha detectado
la alteracion molecular causante. Ambas
entidades tienen manifestaciones
clinicas solapantes, incluyendo el riesgo
incrementado de tumores embrionarios,
los defectos de la pared abdominal y la
placentomegalia®.

5. Alteraciones genéticas
asociadas

5.1. Disomia uniparental
(UPD14) completa o
segmentaria

Hay cuatro posibles mecanismos que
explican la aparicion de una UPD, es decir
la presencia en todas o parte de las células
de un individuo de dos cromosomas
provenientes del mismo progenitor
con ausencia del cromosoma del otro
progenitor para un par cromosomico
determinado®*3® (Figura 1).

Tres de los mecanismos se producen
por un segundo evento corrector de una
aneusomia en los gametos y/o cigoto,
tras un fenémeno de no disyuncion
cromosomica durante la meiosis.

En primer lugar la UPD puede aparecer
por rescate trisomico, es decir, por la
pérdida de un cromosoma en un cigoto
trisomico en las primeras mitosis del
desarrollo. Es normal que las células
disémicas tengan una ventaja selectiva
respecto a las trisomicas que son menos
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Figura 1: Mecanismos moleculares causantes de UPD. La aparicion de una UPD puede deberse a un error
precigético, por un fenémeno de no disyuncion cromosomica durante la meiosis, que conlleva un segundo
evento (postcigotico) corrector de la aneusomia en los gametos y/o cigoto. La UPD también puede deberse a
un error postcigoético primario, es decir, a la pérdida de uno de los dos cromosomas del par 14 en una division
mitética y la duplicacion del restante. Los errores postcigbtico mas comunes ocurren por recombinacién mi-
totica entre cromosomas homologos, dando lugar a la generacion de UPD segmentarias.

viables. En este caso el riesgo de UPD
es de 1/3 si se pierde el cromosoma del
progenitor que solo ha aportado uno. Este
mecanismo puede dar lugar tanto a una
isodisomia como a una heterodisomia*,

Otro posible mecanismo es la duplicacion
de una monosomia cuando se fertiliza un
gameto nulisdbmico por uno monosomico
y, posteriormente en las primeras mitosis,
tiene lugar la duplicacion del unico
cromosoma de este par presente en la
célula. Este mecanismo siempre deriva en
una isodisomia*!.

Ademas existe la posibilidad de que
ocurra una complementacion gamética,
la fertilizacion selectiva y compensatoria
de un gameto nulisémico (que no contiene
ningun cromosoma 14) por un gameto
disobmico para el mismo cromosoma
(con dos cromosomas 14). En este caso,
si el gameto disomico deriva de una no
disyunciéon con los dos cromosomas
distintos  provenientes del mismo

progenitor ocurrira una heterodisomia,
aunque si la no disyuncion fue entre
cromatidas hermanas se presentard una
isodisomia.

Por ultimo, la UPD puede también
deberse a un error postfertilizacion,
es decir, a la pérdida de uno de los dos
cromosomas del par 14 en una division
mitdtica y la duplicacion del restante. En
este caso, se trataria de una isodisomia
ya que se duplica el tnico cromosoma
del par 14 presente en la célula. Los
errores postfertilizacion mas comunes
ocurren por recombinacion mitotica entre
cromosomas homologos, dando lugar
a la generacion de UPD segmentarias
normalmente terminales. En general,
la UPD completa o segmentaria puede
presentarse en mosaicismo cuando el error
ha ocurrido en células somaticas™>*.

Existe una asociacion entre la edad
materna avanzada y la incidencia de
UPD, aunque son necesarios estudios mas
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exhaustivos para afirmarlo con rotundidad,
considerando el bajo mimero de pacientes
estudiados hasta el momento. Este dato
esta en concordancia con el hecho de que
la generacion de oocitos nulisomicos y/o
disémicos por no disyuncion en meiosis
I es mucho més frecuente en mujeres
y sobre todo en edades avanzadas. Por
tanto, no es de extrafiar que la aparicion de
UPD para cualquier cromosoma, cuando
es de origen meidtico con rescate ulterior,
ocurra mas frecuentemente en gestaciones
de madres de edad avanzada*.

La UPD del cromosoma 14 puede ser
esporadica y sin factor predisponente
conocido, 0 asociarse a un reordenamiento
cromosomico estructural en alguno de los
progenitores que facilite la segregacion
anormal de los cromosomas durante la
division celular. El cromosoma 14, como el
resto de cromosoma acrocéntricos, puede
estar involucrado en translocaciones
robertsonianas ademas de otros
reordenamientos  estructurales  como
inversiones o translocaciones equilibradas,
aumentando ligeramente la incidencia
de UPDI14 respecto a cromosomas no
acrocéntricos. Un 20% de los casos
descritos de UPD14 son secundarios a una
translocacion robertsoniana no homologa,
es decir, entre dos cromosomas de distinto
par®. Considerando que una translocacion
robertsoniana puede dar lugar a un gameto
nulisémico o disomico, este tipo de
reordenamiento cromosomico podria estar
asociado a la UPD por complementacion
gamética, por duplicacion de una
monosomia o0 por rescate trisdmico. Se
estima que el riesgo de UPD en el feto tras
la deteccion prenatal de una translocacion
robertsoniana equilibrada entre
cromosomas no homologos (heredada

0 de novo) es del 0,6-0,8%. Este riesgo
es lo suficientemente alto y las posibles
consecuencias clinicas suficientemente
serias, para que se recomiende el estudio
de UPD en estas gestaciones*o7.

5.2. Otras alteraciones
genéticas

Como se ha mencionado, la disomia
uniparental del cromosoma 14 no es
la tnica alteracion que puede causar
los cuadros clinicos descritos. Se han
descrito tanto microdeleciones como
epimutaciones en la region 14q32 en
pacientes con fenotipos muy parecidos
a los causados por la UPD14, tanto en la
materna como en la paterna.

En una cohorte de 26 pacientes con rasgos
clinicos del sindrome de Kagami-Ogata se
detectd que el 65,4% estaba causado por
la UPD(14)pat, mientras que el 19,2% se
debian a una microdelecion de la region
en el cromosoma de origen materno y el
15,4% a una epimutacion®.

En la cohorte de mayor tamafio de
pacientes con sindrome de Temple
descrita hasta el momento, el 78%
tenfan UPD(14)mat, mientras que el
12% presentaban epimutacion y el 10%
restante una microdelecion de la region en
el cromosoma de origen paterno®.

5.3. Laregion 14932

Los distintos mecanismos moleculares
que pueden producir el cuadro clinico
(UPD, microdelecion o epimutacion)
convergen en la desregulacion del grupo
(cluster) de genes improntados localizados
en la region 14932 (Figura 2). Las bases
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moleculares de ambos cuadros (UPDmat
y UPDpat) y los genes directamente
relacionados con las manifestaciones
clinicas se han identificado mediante
el estudio de pacientes con UPD
segmentaria o microdeleciones. La region
critica se pudo definir mediante el estudio
de un paciente con una UPD paterna
segmentaria de 3.5 Mb en 14q32-q33
y fenotipo completo de sindrome de
Kagami-Ogata®.

El clister de genes improntados en 14q32
contiene dos regiones diferencialmente
metiladas (DMR), 5 genes (DLKI,
MEG3, DIO3, RTLI, MEGS) y un
transcrito antisentido (RTL1as). Algunos
genes se expresan solo desde la copia
paterna (paternally expressed genes,
PEG) y otros solo desde la copia que
proviene de la madre (maternal expressed
genes, MEG). Por este motivo, el cuadro
clinico asociado a disomia uniparental o
delecion es distinto dependiendo de si son
paternas o maternas.

Las dos DMRs son la region intergénica
entre DLKI y MEG3 (IG-DMR) y la
region proxima a MEG3 (MEG3-DMR).
En condiciones normales, ambas regiones
se encuentran hipermetiladas en la copia
paterna e hipometiladas en la copia

heredada de la madre. Uno de los genes
contenidos en la region, RTLI, codifica
una proteina y también un transcrito
antisentido RTLIas que regula a su vez
la expresion de RTLI. La hipometilacion
normal del alelo materno conduce a la
expresion de MEG3, MEGS y RTLlas
que inhibe la expresion de RTLI. La
hipermetilacion normal del alelo paterno
permite la expresion de DLK/!y RTLI.

Cuando un individuo hereda los dos
alelos de la madre (UPD materna),
ambas regiones DMR se encuentran
hipometiladas y, consecuentemente, hay
una expresion de MEG3, MEGS y RTLas
mas elevada que en condiciones normales
y una ausencia de expresion de DLKI y
RTLI. Inversamente, en la UPD paterna,
la hipermetilacion de las DMR conduce a
la sobreexpresion de DLKI, RTLI y a la
ausencia de expresion de MEG3, MEGS
y RTLIas.

6. Estudios moleculares

Dado que epimutaciones y
microdeleciones de la  region
cromosomica 14q32 causan cuadros
clinicos indistinguibles de los causados
por UPDs, es de gran utilidad disponer

ALELO MATERNO

ALELO PATERNO

L_RILias >

Figura 2: Esquema de la region improntada 14q32. Hay dos regiones diferencialmente metiladas dependiendo
del progenitor del cual se hereda el cromosoma: la region intergénica entre DLK! y MEG3 (IG-DMR) y la region
proxima a MEG3 (MEG3-DMR). En condiciones normales, el alelo paterno se encuentra hipermetilado y el alelo
materno hipometilado. La hipometilacion del alelo materno conduce a la expresion de MEG3, MEGS8 y RTL1as
que inhibe la expresion de RTL/; la hipermetilacion del alelo paterno permite la expresion de DLKI y RTLI.
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de pruebas moleculares que permitan
detectar los tres tipos de alteraciones
genéticas. Aunque existen diversas
tecnologias de utilidad, actualmente
hay dos pruebas moleculares de uso
clinico habitual para el estudio del
estado de metilacion de la region desde
ADN obtenido de cualquier tejido
(normalmente células de la sangre):
la PCR especifica de metilacion y el
MLPA especifico de metilacion (MS-
MLPA). Ambas técnicas detectan
el grado de metilacion en la region
y, por tanto, permiten identificar
tanto UPD como microdeleciones y
epimutaciones. Para las dos pruebas de
metilacién mencionadas no es necesario
disponer de ADN parental (para mas
detalle sobre las técnicas, consultar el
capitulo 1). El MS-MLPA se postula
como la técnica mas completa para el
estudio de los tres tipos de alteraciones
asociadas a los cuadros clinicos ya que
permite realizar en paralelo un estudio
del ntimero de copias de la region y
del estado de metilacién. Esta técnica
presenta dos limitaciones: no permite
diferenciar entre UPD y epimutacion,
ya que en ambas alteraciones se detecta
un patréon de metilacion anémalo con
un patron de dosis normal y tampoco
es posible diferenciar entre isodisomia
y heterodisomia, aunque hasta el
momento no se ha demostrado que ese
dato tenga relevancia clinica.

Aparte delos dos estudios mencionados,
existen otras técnicas que permiten
la confirmacién y caracterizacion de
algunas de las alteraciones que pueden
causar el cuadro clinico. El estudio
de marcadores polimorficos de ADN
(microsatélites o SNPs) en muestras del

probando y de ambos padres permite
detectar el origen parental de cada uno
de los cromosomas.

Figura 3: Deteccion de UPD mediante array de
SNPs. (A) UPD segmentaria terminal en mosaico del
cromosoma 14. Se pueden apreciar unos valores de
LRR que se corresponden a dosis normal (dos copias)
y una desviacion respecto al valor esperado (0.5) en la
dosis relativa de cada alelo en los SNPs hetocigotos
(BAF) debido a la isodisomia en mosaico. (B) UPD en
mosaico de la totalidad del cromosoma 14.

LRR O 0,5 BAF

LRR 0} 3 0,5 BAF

El genotipado de alta resolucion
con arrays de SNPs permite detectar
deleciones en las regiones estudiadas
e identificar isodisomias. En este caso
se detecta una regioén con dosis normal
(dos copias) pero con pérdida de
heterocigosidad ya que se ha heredado
el mismo cromosoma por duplicado.
Se pueden detectar incluso UPD
segmentarias en mosaicismo, cuando
la UPD esta presente en al menos un
7-10% de las células, al observarse una
desviacion respecto al valor esperado
(0.5) en la dosis relativa de cada alelo
en los SNPs hetocigotos (Figura 3).
Los arrays de hibridacion gendmica
comparada (aCGH) también permiten
detectar y caracterizar variaciones
en nimero de copia de las regiones
implicadas.
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En los casos en los cuales la UPD se
asocia a la presencia de una translocacion
robertsoniana (familiar o de novo) en la
cual estd involucrado el cromosoma 14
un estudio de cariotipo permite identificar
esta alteracion cromosomica y sospechar
una UPD, pero no corroborarla.

/. Correlacion
genotipo-fenotipo

Actualmente, los pacientes descritos
con sindrome de Temple y sindrome
de Kagami-Ogata debido a distintos
mecanismos moleculares son casi
indistinguibles clinicamente. Es
probable que a medida que aumente el
niamero de pacientes diagnosticados
con dichos cuadros clinicos se detecten
diferencias clinicas dependiendo de la
causa molecular subyacente.

En los cuadros clinicos causados por
UPD hay dos factores a considerar que
pueden actuar como modificadores
del fenotipo. En primer lugar, cuando
la enfermedad estd causada por una
isodisomia, mutaciones relacionadas con
enfermedades autosOmicas recesivas
podrian aparecer en homocigosis
agravando el cuadro clinico, aunque esta
probabilidad es baja. Una comparacion
de las caracteristicas clinicas entre casos
con isodisomia y heterodisomia no logr6
detectar diferencias evidentes entre los
grupos'!.

Otro factor relevante y posible
modificador del fenotipo es la
presencia en mosaico de trisomia
del cromosoma 14, posible cuando el
mecanismo mutacional es el rescate
trisomico. En estos casos, parte del
fenotipo podria deberse a mosaicismo

residual por la trisomia en la placenta
o en el feto. Se han descrito varios
casos de mosaicismo por trisomia 14
con fenotipos mucho mads severos que
el correspondiente a la UPDI14%%,
En una serie de 15 casos de trisomia
en mosaico para el cromosoma 14,
con un porcentaje de trisomia muy
variable (4-70%), 6 de los pacientes
fallecieron en los primeros 4 meses
de vida, y una proporciéon importante
tenfa  malformaciones  congénitas
mayores®'. Las caracteristicas clinicas
mas frecuentes incluian retraso de
crecimiento,  retraso  psicomotor,
cardiopatia congénita, raiz nasal ancha,
orejas displasicas o de implantacion
baja, micrognatia, cuello corto y, en
varones, micropene y criptorquidia®-2,
También se detectd asimetria corporal
en el 66% de pacientes, que podria
deberse a la distribucion asimétrica en
mosaico de la linea celular trisomica’'.

Como se ha mencionado, aunque
los cuadros clinicos de los pacientes
con isodisomia y heterodisomia son
muy parecidos, se han detectado
algunas diferencias en la frecuencia
de hidrocefalia y laxitud con
hipertextensibilidad de articulaciones!!.
Estas manifestaciones clinicas son
mas frecuentes en pacientes con
heterodisomia que en pacientes con
isodisomia. Considerando que en una
heterodisomia uno de los posibles
mecanismos causantes es un rescate
trisomico, podria contemplarse la
trisomia 14 en mosaico como causa de
estos signos.

Con relacion al sindrome de Kagami-
Ogata, parece  haber  minimas
variaciones fenotipicas dependiendo
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de la alteraciébn molecular causante
del cuadro clinico®. En el grupo
de pacientes con microdelecion la
duracion de la gestacion fue menor de
manera estadisticamente significativa,
asi como la duracion de la intubacion
durante el periodo neonatal. También
hay una menor frecuencia de vello en
la frente en pacientes con epimutacion.

En relacion a la contribucion al
fenotipo de los distintos genes
incluidos en la region 14q32, debido
a que generalmente las UPD afectan
a una region amplia del cromosoma,
es dificil establecer correlaciones
genotipo-fenotipo. De hecho, la mayor
contribucion al conocimiento de la
region y al papel desempefiado por
cada uno de los genes procede de la
caracterizaciondemicrodeleciones®?*33,
La deteccion y  caracterizacion
detallada de microdeleciones de la
region, concretamente dos familias con
microdeleciones afectando al clister
mencionado (una en su totalidad y la
otra parcialmente)®, han permitido
identificar algunos de los genes
principales en la etiopatogenia de
ambos cuadros.

En una familia con dos casos de
sindrome de Kagami-Ogata tipico y dos
casos de sindrome de Temple con talla
baja moderada, se detectd una delecion
de 109kb afectando DLKI, MEG3 y
ambas regiones DMR, heredada de la
madre y del padre, respectivamente. En
estudios con modelos murinos, se ha
descrito la “paternalizacion” del alelo
materno en los casos con delecion de
la IG-DMR. Por tanto, en este caso, la
delecion en el alelo materno provocaria
la “paternalizacion” del alelo heredado

de la madre. No obstante, debido a
que DLK]I esta incluido en la region
delecionada, su expresion no se veria
aumentada ya que sélo hay una copia.
La “paternalizacion” del alelo materno
si provocaria una sobreexpresion de
RTLI ya que este gen no esta incluido
en la region delecionada (por tanto,
hay dos copias) y no habria expresion
de su inhibidor R7L/as debido a la
“paternalizacion” del alelo materno.
Por tanto, la sobreexpresion de RTLI
pareceria ser el principal mecanismo
responsable del fenotipo del sindrome
de Kagami-Ogata. En los casos con
delecion heredada del padre, segun los
estudios en modelos murinos, no habria
cambios en el nivel de metilacion.
Considerando que DLK]I esté incluido
en la delecion, su expresion se veria
reducida, mientras que RTLI tendria
unos niveles de expresion comparables
a los controles. Por consiguiente,
el cuadro clinico de sindrome de
Temple con talla baja moderada en
esta familia estaria causado por la
haploinsuficiencia de DLK].

En la segunda familia descrita, la
delecién incluye toda la region
improntada de 14q32%. Resulta
especialmente interesante el hecho
de que el cuadro clinico asociado a
la delecion del alelo materno es mas
leve en este caso que en el anterior,
cuando la delecion es de mayor
tamaflo. Si la delecion afecta a toda la
regiéon improntada, hay una ausencia
de RTLlas que comporta un aumento
de RTLI. No obstante, este aumento
es menor que en la familia anterior
debido a que en este caso, como la
delecion incluye RTLI, sélo hay una
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copia de este gen. Por tanto, niveles
moderadamente altos de RTL1 se
asocian a un cuadro clinico mas leve
en el caso del sindrome de Kagami-
Ogata. En esta familia, el paciente que
hereda la delecion del padre presenta
un sindrome de Temple con talla muy
baja, probablemente debido a la pérdida
de DKLI1y RTLI.

Por tanto, a partir de estos estudios, se
ha podido determinar que la pérdida de
DLK] del alelo paterno se asocia a un
cuadro con menor afectacion de la talla,
mientras que la delecion en este alelo de
DKLy RTLI se asocia a un fenotipo
mas severo. Asimismo, se ha podido
comprobar que cuando la delecion
afecta al alelo materno, el cuadro
clinico es mas severo si la alteracion
no incluye R7LI ya que los niveles de
dicha proteina son mas elevados que en
deleciones de mayor tamatio.

Recientemente, se ha propuesto la
implicacion adicional de genes de
fuera de la region improntada en el
desarrollo de discapacidad intelectual
en pacientes con sindrome de Temple 'S,
Comparando pacientes con deleciones
del alelo paterno de la region 14q32
de distinto tamafio>, se ha delimitado
la region responsable del fenotipo
cognitivo que incluye cuatro genes:
WARS, SLC52A447, SLC25429 y YY1.
Considerando datos funcionales y
de expresion®’ y el hecho de que una
mutacion puntual de novo de cambio
de sentido en YY/ se ha asociado a
discapacidad intelectual®, la afectacion
de YYI se ha propuesto principal
responsable de la  discapacidad
intelectual en estos pacientes.

8. Asesoramiento
genético

El riesgo de recurrencia de la patologia
y, por tanto, el asesoramiento genético,
depende directamente de la causa
molecular subyacente al cuadro
clinico. Cuando el cuadro clinico esta
causado por una UPD es muy relevante
diferenciar el riesgo de recurrencia entre
los casos en los cuales la UPD se asocia
a un reordenamiento cromosomico
estructural y los casos esporadicos. Si
la UPD no se asocia a reordenamientos
estructurales cromosomicos, el riesgo
de recurrencia para los pacientes y sus
familiares es muy bajo, equiparandose
al de la poblacion general. El riesgo
de recurrencia en los casos de
UPD asociados a reordenamientos
cromosOmicos estructurales en los
cuales estd involucrado el cromosoma
14 es algo mayor, pero menor del 1%.
A parte del riesgo de recurrencia de la
UPD, dependiendo del reordenamiento
cromosOmico el riesgo de aneusomias
totales o segmentarias del cromosoma
14 u otros cromosomas implicados
en el reordenamiento es relevante,
pudiendo dar lugar a patologias severas,
subfertilidad o abortos de repeticion.

El riesgo de recurrencia del cuadro
clinico cuando se asocia a epimutaciones
es similar al de la poblacion general.
Asimismo, el riesgo de recurrencia
para las microdeleciones es bajo si el
reordenamiento ha sido de novo, es
decir, si ninguno de los progenitores es
portador de la microdelecion. En estos
casos, el riesgo de recurrencia para
la pareja es ligeramente mas elevado
que el de la poblacion general por la
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posibilidad de mosaicismo germinal.

En cambio, el riesgo de recurrencia
para las deleciones puede ser elevado
cuando el progenitor es portador de
una microdelecion en heterocigosis,
ya que el riesgo de transmitirla a la
descendencia es del 50%. Es muy
importante tener presente que las
manifestaciones de la enfermedad a
transmitir (sindrome de Temple o de
Kagami-Ogata) dependen del sexo del
progenitor transmisor, considerando
que es un trastorno en una region
improntada. Es decir, que una mujer con
una delecion en el cromosoma heredado
del padre con un cuadro clinico de talla
baja y pubertad precoz tiene un riesgo
del 50% de transmitir a la descendencia
la delecion que causaria una clinica
mucho mas severa relacionada con
el sindrome de Kagami-Ogata. Por
tanto, en los casos en los cuales el
progenitor transmisor es la madre, el
riesgo de sindrome de Kagami-Ogata
es del 50% independientemente del
sexo de la criatura; cuando el padre es
el progenitor transmisor el riesgo de
transmision del sindrome de Temple es
del 50%. Es de gran importancia que la
familia comprenda que, un diagndstico
de sindrome de Kagami-Ogata confiere
riesgo para el mismo sindrome pero
también para el sindrome de Temple en
otros familiares, y viceversa.

En parejas en las cuales uno de los
dos es portador de una microdelecion
de la region 14932, con riesgo de
transmitir la delecion a la descendencia
del 50%, es posible ofrecer tanto
diagnostico prenatal como diagndstico
preimplantacional. El  progenitor
que tiene la microdelecion también

020

presentara manifestaciones clinicas,
pero dependiendo del origen parental
puede no presentar el mismo cuadro
clinico que tiene riesgo de transmitir.
Independientemente de este hecho,
si la microdelecion esta identificada,
la pareja puede optar tanto a una
gestacion espontdnea 'y posterior
diagnostico prenatal, como a una
fecundacion in vitro y posterior analisis
de los embriones por diagndstico
preimplantacional.

9. UPD14 en mosaicismo
somatico y riesgo de
cdAncer

Dado que los mecanismos mutacionales
que llevan a la génesis de UPD14
implican con frecuencia la ocurrencia
de un evento somatico (en cigoto o en
divisiones mitoticas posteriores), la
aparicion de UPD14 en mosaicismo
es probablemente un fendmeno
relativamente comun. De hecho, a
pesar de que la recombinacion mitotica
es infrecuente, el nimero de mitosis
que acontecen durante toda la vida de
un individuo es tan elevado que es muy
probable que diversas células adquieran
UPDs segmentarias para diversos
cromosomas. No obstante, su deteccion
puede no ser factible hasta que alcance
a un porcentaje suficiente de células,
lo cual puede correlacionar también
con que implique alguna significacion
bioldgica contribuyendo a un fenotipo.
Recientemente, la UPD del cromosoma
14 en mosaico se ha descrito, al igual
que otros muchos reordenamientos
cromosomicos, en sangre y otros tejidos
de la poblacién, con mayor frecuencia
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segun avanza la edad. El mosaicismo
clonal para estos reordenamientos es
detectable en sangre de sujetos adultos
con una frecuencia del 1% a los 60
afios y del 2.5% a los 80. Ademas de
con cancer hematologico, la deteccion
de mosaicismo clonal se ha relacionado
con un riesgo aumentado de tumores

en mosaico se ha descrito con una
frecuencia incrementada en pacientes
con cancer no-hematolégico, con una
razén de probabilidades (odds ratio)
de 3.32, principalmente para cancer
de vejiga y rindn®, lo que supone
una evidencia adicional de la posible
contribucion de alguno de los genes

solidos. Concretamente, la UPDI14 improntados en 14q al riesgo de cancer.

RESUMEN

La disomia uniparental del cromosoma 14 (UPD14) ocurre cuando una per-
sona recibe los dos cromosomas 14 del mismo progenitor, dando origen a los
sindromes de Temple (UPD14mat) o de Kagami-Ogata (UPD14pat). Ambos
sindromes pueden presentarse también en pacientes con microdeleciones
y epimutaciones de la regidon critica en 14932. Son dos cuadros causados
por alteraciones reciprocas en una regién gendémica improntada.

El sindrome de Temple se caracteriza por retraso del crecimiento de origen
prenatal, rasgos faciales (frente ancha, nariz corta con punta bulbosa y
filtro corto), acromicria e hipotonia, con escasa afectacién intelectual.

El sindrome de Kagami-Ogata se manifiesta prenatalmente con placento-
megalia y polihidramnios, y cursa con malformaciones esqueléticas (tord-
cicas y extremidades cortas) junto con rasgos faciales caracteristicos (vello
en la frente, filtfro prominente, micrognatia, blefarofimosis), defectos de la
pared abdominal y discapacidad intelectual.

Por ahora son pocos los pacientes descritos, en parte por la falta de reco-
nocimiento de estos sindromes, aunque ya existen algunas correlaciones
genotipo-fenotipo y pautas de seguimiento.
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1. Revisidon clinica:
principales aspectos
diagndsticos

El sindrome de Angelman (AS)
(MIM 105830) es un trastorno del
neurodesarrollo de origen genético
caracterizado por una discapacidad
intelectual (DI) grave, con nulo o
minimo uso del lenguaje, asociado a
epilepsia con alteraciones en trazado
de electroencefalograma  (EEQG),
trastorno del equilibrio y movimiento,
un fenotipo fisico y conductual
caracteristicos y trastorno del suefio'.
La incidencia del AS es alrededor de 1
por cada 15,000 individuos®*.

La orientacion diagnostica la realizan
el pediatra, neuropediatra y/o genetista
clinico, en base a los criterios clinicos
consensuados por Williams y col.*
(Tabla 1). Posteriormente se confirma

el diagnodstico mediante test genéticos
(el 10% de AS es aun de etiologia
desconocida). La edad media de
diagnéstico ain estd por encima de
los 18 meses de edad debido a la
inespecificidad de la clinica en el
primer afio de vida.

En un paciente, sin antecedentes
patologicos relevantes, con retraso
grave del desarrollo global de etiologia
no filiada y la presencia de los
siguientes hallazgos clinicos de forma
combinada, son muy sugestivos de AS:
(1) Trastorno del suefio; (2) Fenotipo
conductual  caracteristico  (sonrisa
frecuente, fascinacion por el agua,
frecuente aleteo, hiperexcitabilidad,
dispersion) (Figuras 1A y 1B); (3)
Trastorno motor (temblor, sacudidas,
ataxia); (4) Desaceleracion de curva de
perimetro cefalico; y (5) Patron EEG
caracteristico’.
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Tabla 1: Criterios clinicos del AS
descritos por Williams y colaboradores*

A.- CONSISTENTES (100%)

- Retraso del desarrollo, funcionalmente severo

- Trastorno del movimiento o del equilibrio,
usualmente temblores de las extremidades o
ataxia.

- Fenotipo conductual: combinacion de car-
cajadas/sonrisa, apariencia feliz, hiperexcit-
able, frecuente aleteo, conducta hiperactiva,
tendencia a la dispersion

- Afectacion grave del lenguaje, ninguna o
minimo uso de palabras, con mejor lenguaje
receptivo y comunicacion no verbal

B.- FRECUENTES (mas del 80%)

- Estancamiento en el crecimiento del perimetro
cefalico resultando una microcefalia (absoluta
o relativa) a los 2 afios de edad

- La microcefalia es mas importante en las
deleciones 15q11.2-q13

- Crisis comiciales de inicio antes de los 3 afios
de edad. La epilepsia mejora con la edad, pero
puede aparecer en la edad adulta.

- EEG Patologico, con patron caracteristico
descrito en la guia: El EEG patologico puede
estar presente antes de los 2 aflos de edad,
puede preceder a otros criterios clinicos y
no tiene correlacion con las crisis comiciales
clinicas.

C. ASOCIADOS (20-80%)

- Occipucio aplanado

- Surco occipital

- Protusion lingual

- Movimientos de la lengua: Trastornos de suc-
cion/deglucion

- Problemas de la alimentacion durante la in-
fancia

- Prognatismo

- Boca grande, espacio interdental aumentado

- Babeo frecuente

- Movimientos masticatorios frecuentes con la
boca

- Estrabismo

- Hipopigmentacion de piel y ojos comparados
con otros miembros de la familia

- Hiperreflexia en Extremidades inferiores

- Brazos levantados y semiflexionados durante
la marcha

- Hipersensibilidad al calor

- Trastorno del ciclo suefio-vigilia y disminucion
de la necesidad de dormir

- Atraccion y fascinacion por el agua, “arrugar,
estrujar” objetos como papel y plasticos

- Trastornos de Alimentacion

- Obesidad en nifios mayores

- Escoliosis

- Estrefiimiento

Abreviaturas:

EEG: Electroencefalograma

1.1. Trastornos neuroldégicos

1.1.1. Epilepsia

Caracteristica clinica frecuente (>80%)
dentro del consenso de criterios
diagndsticos clinicos. En el 75% de los
pacientes el inicio de la crisis ocurre
antes de los 3 afios de vida®®. Un 5-20%
de los casos no presentan crisis, pero es
necesario mantener igualmente una alta
sospecha durante su seguimiento.

El AS se suele presentar como un

sindrome  epiléptico  generalizado
y los tipos de crisis mas frecuentes
corresponden a: mioclonias

(contracciones breves, repetitivas y
sin ritmo de diferentes musculos),
ausencias atipicas (episodios de
“desconexion” de segundos de duracion
con discreta pérdida de tono muscular),
atonicas (pérdida brusca del tono
con caida al suelo), y ténico-clonicas
generalizadas (se inicia con pérdida
de conciencia, seguida de aumento del
tono generalizado y posteriormente
movimientos ritmicos generalizados
con estado postcritico final). A menudo
presentan  epilepsias  graves que
requieren politerapia®™®. La epilepsia
suele ser mas grave en los primeros afios
y mejora con la pubertad, aunque en la
edad adulta puede ocurrir de nuevo un
empeoramiento®’-1°,

Los estatus epilépticos son frecuentes
(hasta un 91%) y a menudo recurrentes.
El estatus epiléptico no convulsivo es el
mas habitual. Se puede manifestar por
una disminucién del estado de alerta,
estatus de ausencias atipicas, caidas
ceflicas recurrentes o movimientos
mioclénicos erraticos®”!!, Los espasmos
en flexion son poco comunes®.
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Figura 1: (A) Nina de 4 afios con delecion
15q11-q13, puede observarse hipopigmentacion,
boca grande y sonriente y microcefalia. (B) Nifia
de 15 afios con mutacion en el gen UBE34 con las
caracteristicas reseflables de boca grande y sonriente.

Los episodios de risa paroxistica tan
frecuentes en este sindrome no son de
origen epiléptico.

1.1.2. Electroencefalograma (EEG)

Mas del 80% de los pacientes presentan
EEG patologicos. Se han descrito tres
tipos de trazados de EEG en el AS:
patrén theta, patron delta y de puntas
a 3-4 Hz en areas posteriores'?. Esta
clasificaciébn aun se mantiene siendo
reportada en multiples series hasta el
momento actual®!'>!4,

e Patrén theta: patron difuso y
persistente, de alta amplitud
y actividad de base 4-6 Hz.
Desaparece frecuentemente a los
12 afios de edad.

* Patron delta (Figura 2A):
ritmo de base (2-3 Hz) de alta
amplitud (>500 microvoltios)
predominantemente en areas
anteriores. Este patron aumenta
su frecuencia con la edad® y es el
mas comun en el AS.

* Patron de puntas en dreas
posteriores (Figura 2B): puntas

y ondas de alta amplitud a
3-4 Hz de actividad de base.
Este patrén también es muy
frecuente e incluso en algunas
series lo describen como el
mas prevalente en el AS™. Esta
actividad se desencadena con el
cierre pasivo de ojos del paciente
(sabiendo que en este tipo de
pacientes puede ser complicada
la realizacion de esta técnica).

Uno o més patrones de los descritos
son evidentes hasta en el 90% de los
pacientes y pueden estar presentes
independientemente de que el paciente
presente crisis epilépticas. En los
pacientes mas jovenes las alteraciones
en trazado del EEG son mas frecuentes
que en los adolescentes, y éstas pueden
incluso aparecer antes de los 12 meses
de edad aunque el paciente no haya
presentado crisis comiciales'>!®. Este
estudio complementario podria ser
muy util en el diagnostico precoz ante
un lactante con retraso psicomotor
global inespecifico. Aun asi se debe
tener en cuenta que estos patrones
no son especificos y que también los
podemos encontrar en otros sindromes
neurogenéticos como el sindrome de
Rett (véase apartado 3)'>'6,

1.1.3. Capacidad Cognitiva y
Lenguagje

En el 100% de los casos existe un
retraso en el desarrollo cognitivo
durante el primer afo de vida,
evidenciandose entre los 2-5 afios
de edad un déficit cognitivo grave
asociado a una baja capacidad de
atencion e hiperactividad!”.
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Figura 2: Patrones de EEG caracteristicos. (A)
Patron delta predominantemente en areas anteriores.
(B) Patrén de puntas y ondas de alta amplitud a 3-4
Hz de actividad en areas posteriores.

El lenguaje expresivo estd gravemente
afectado variando entre una ausencia
total de lenguaje oral y la emision
de menos de 10 palabras, situandose
la edad media de la aparicion de la
primera palabra en los 53 meses.
Frente a la afectacion tan grave del
lenguaje expresivo la comprension
estd mas preservada. El mecanismo
fisiopatologico que subyace en esta
afectacion del lenguaje aun se desconoce
pero recientes estudios  sugieren
trastornos en la mielinizacion'®1,

1.1.4. Fenotipo conductual

Casi todos los pacientes presentan
una apariencia feliz, sonrisa frecuente
y episodios de carcajadas. Tienen
tendencia a la dispersion e hiperactividad
con facil excitabilidad.

Muestran fascinacion por el agua y
les gusta llevarse objetos a la boca
preferiblemente de goma y/o plastico.
Respecto a la sensibilidad ésta se
encuentra incrementada para el calor y
disminuida para el dolor®.

El fenotipo conductual del AS se
aproxima en varios aspectos al autismo.
La capacidad de atencion acostumbra
a ser extraordinariamente reducida,
lo cual dificulta mucho la interaccion
social puesto que impide captar
informacién sobre el pensamiento
de los demas. A ello se une la gran
impulsividad, que genera conductas
disociadas del contexto. Otros sintomas
como las conductas obsesivas y las
estereotipias, muy propios del autismo,
son prevalentes en este sindrome; por
todo ello en algunos casos puede ser
dificil su diagnostico relacionado con el
AS y siempre se ha de tener en cuenta
como un posible trastorno comorbido.

1.1.5. Retraso desarrollo motor

Los pacientes presentan un retraso en
la adquisicion de items de desarrollo
motor. La sedestacion libre se adquiere
practicamente en todos los casos con
retraso, con intervalos extremos de edad
que oscilan desde los 6 meses hasta los
36 meses?.

El primer desplazamiento auténomo
estd poco descrito en la literatura,
pero el gateo parece que la mayoria lo
consigue alrededor de los 2 afos. La
mayor parte de los pacientes consiguen
la deambulacion entre los 2 y los 5
afios. Sin embargo, algunos nifios con
mayor grado de ataxia o trastorno del
movimiento no consiguen la marcha
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hasta pasados los 9-10 afios, y un 10% no
consigue la deambulacion autbnoma’?*!.

Existen algunos casos de empeoramiento
del trastorno motor en la 5* o 6* década
de la vida con aparicion de distonia o
Parkinsonismo?.

1.1.6. Trastorno de la marcha

* Nifios con menor afectacion
motora: marcha con tendencia al
equinismo y cierta antepulsion
(como si persiguieran su centro de
gravedad). Esta tendencia aumenta
al correr, acompafiandose de una
elevacion de los brazos y flexion de
los antebrazos, a veces con “aleteo”.

* Los pacientes con  mayor
espasticidad en  extremidades
inferiores manifiestan el patrén
descrito como tipico en el AS.
Consiste en una ampliacion de
la base de sustentacién y piernas
rigidas con tendencia al apoyo
en los pies en valgo. Este patrén
de las extremidades inferiores se
acompana de la postura tipica de
brazos en candelabro con flexion
del codo, pronacion y flexion de la
mufieca (puppet like)®.

1.1.7. Trastorno del tono y
movimiento

Entre los 6 y 24 meses presentan en
general una hipotonia de predominio
axial y en algunos casos se evidencia
un aumento de tono en las extremidades
de predominio distal con reflejos
osteotendinosos exaltados.

El trastorno del movimiento tipico de
estos nifios forma parte de los criterios

diagnoésticos  consistentes, es decir
estan presentes en el 100% de los
pacientes. Antes de los 2 afios de edad
se objetiva un movimiento irregular,
brusco como sacudidas, que fragmenta
la movilidad del movimiento voluntario.
Su intensidad es variable y aumenta en la
mayoria de los casos con el movimiento
o la intencion motora. Los padres
describen un empeoramiento en relacion
a situaciones de estrés o problemas de
salud. Estos movimientos analizados en
un estudio mediante electromiografia
y EEG®* se describen como un tipo

peculiar rapido de mioclonus cortical.

1.1.8. Trastorno del sueno

Los pacientes presentan una disminucion
de las necesidades de dormir y ciclos de
vigilia-suefio anormales. La prevalencia
de trastornos del suefio en el AS es del
40%- 80% y son mas frecuentes que en
pacientes con déficit cognitivo de otra
etiologia. El insomnio puede afectar
a todas las fases del sueno, 35%-60%
presentan problemas para conciliar el
suefio, y con el mismo porcentaje se
presentan problemas para mantenerlo,
teniendo despertares frecuentes que lo
fragmentan®2,

1.1.9. Microcefalia

Esta presente en el 80% de los pacientes,
presentandose como una desaceleracion
del perimetro cefalico en los primeros
meses de vida’.
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1.2. Alteraciones
musculoesqueléticas

1.2.1. Escoliosis

Se encuentra en un 20% en la infancia

y este porcentaje aumenta hasta un
50% en la edad adulta, ya que tiende
a empeorar durante la adolescencia,
siendo la progresion rapida en pacientes

no ambulantes?’.

1.2.2. Otros problemas ortopédicos

La presencia de espasticidad en
extremidades inferiores, con la edad,
puede producir acortamiento de los
tendones de Aquiles e isquiotibiales. Por
este motivo la incidencia de retracciones
osteotendinosas (marcha flexion de
rodillas) es mayor en la edad adulta.
Los pacientes no deambulantes tienen
mayor riesgo de complicaciones como
subluxacion o luxacion de caderas.
En los pacientes adultos existe una
mayor incidencia de retracciones
osteotendinosas (marcha flexion de
rodillas) o deformidades (escolisosis).
En los grupos de mayor edad, un tercio
de pacientes no son deambulantes?.

1.3. Ofros problemas
meédicos

1.3.1. Problemas de alimentacién

y gastrointestinales

Los problemas de alimentacion
son frecuentes en el lactante y nifio
pequefio, aunque no son graves. La
existencia de una lengua protuyente
y/o una falta de coordinaciéon buco-
lingual, condicionan problemas para la
succion y/o deglucion, con dificultades

para el amamantamiento, frecuentes
regurgitaciones e incluso reflujo
gastroesofagico®.

El reflujo gastroesofagico hay que
tenerlo en cuenta a cualquier edad, y
la falta de coordinacion buco-lingual
puede producir babeo importante.

Mas frecuentemente en la adolescencia
puede aparecer obesidad por un
aumento de apetito y poca movilidad y
ello conlleva a un estrefiimiento también
importante.

1.3.2 Hipopigmentacion

El fenotipo de piel blanca, ojos claros
y cabello rubio es mas frecuente, pero
sobre todo en las deleciones (véase
apartado 7).

1.3.3. Problemas oftalmoldgicos

El estrabismo es especialmente frecuente
en los nifios hipopigmentados, ya que
la pigmentacion normal de la retina
es necesaria para el desarrollo normal
del nervio optico. El queratocono se
presenta mas en adultos.

1.3.4. Otitis Media

Debido a una angulacién anormal de
la trompa de Eustaquio que dificulta el
drenaje del oido medio suelen presentar
mayor frecuencia de otitis.

1.3.5. Problemas respiratorios

Secundarios a la existencia de un reflujo
gastroesofagico y/o a la inmovilizacion
y/o escoliosis grave.

1.3.6. Denticion

Los dientes son normales, pero la boca
de gran tamafio hace que estén separados



Capitulo 6: SINDROME DE ANGELMAN

y la protusion lingual puede ocasionar
deformidad de los mismos®'.

2. Manejo clinico y
tratamiento

El diagndstico precoz es importante
para: (1) conocer un pronostico que
permitira a las familias realizar una
planificacion vital y a los profesionales
elaborar estrategias terapéuticas lo mas
tempranas y adecuadas a las dificultades
especificas que  presentan  estos
pacientes; y (2) ofrecer a la familia un
consejo para el manejo del paciente.

Remitir al paciente a un centro de
atencion precoz de su zona de residencia
es el lugar ideal para empezar a realizar el
tratamientoy seguimiento multidisciplinar
(psicologos, fisioterapeutas y logopedas).

2.1. Epilepsia

A las familias se les explicara como es la
semiologia de las crisis mas frecuentes
(ver apartado 1.1.1.) para que puedan
reconocerlas. Ante la sospecha de crisis
les pediremos que las graben en video
(si les fuera posible) y contacten con su
neurdlogo de referencia.

Si ya precisan farmacos antiepilépticos,
el valproato y el clonazepan son los
mas efectivos (cada uno por separado y
combinados). Otros farmacos efectivos
son el levetiracetam, clobazam,
lamotrigina, topiramato y etosuximida.

Los farmacos que pueden producir
un empeoramiento de las crisis son
la carbamazepina, oxcarbazepina y
vigabatrina®’. Es frecuente que la

epilepsia sea refractaria al tratamiento
antiepiléptico. Solo un 23% responden a
su primer o segundo farmaco y un 47%-
77% requieren politerapia’>®,

Otras alternativas terapéuticas como la
dieta cetogénica y el estimulador del
nervio vago estan siendo reportadas con
buenas respuestas en algunos casos®>3*,
Los pacientes con AS no son candidatos
a cirugia de la epilepsia.

2.2. Trastorno moftor

Precisara tratamiento con fisioterapia y
traumatologia para mejorar la funcion
y prevenir o retrasar la aparicion de
retracciones o deformidades.

* Técnicas de fisioterapia: para
mejorar el control postural, tono y
equilibrio, asi como la motricidad
fina y oro-facial.

* Técnicas  ortopédicas:  ortesis
(férulas antiequino, corsés, etc...).

* Tratamiento farmacoldgico:

- Para la espasticidad puede
estar indicada la inyeccion de
toxina botulinica.

- Ante un mioclonus cortical
probar piracetam.

- En los adultos que desarrollan
distonia y Parkinsonismo se ha
descrito una buena respuesta a
levodopa.

* Adaptaciones: sillas para mejor
control  postural, medios de
desplazamiento, material de juego o
alimentacion.
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2.3. Déficit cognitivo y
frastorno del lenguaje

Los pacientes pese a sus dificultades
a nivel cognitivo tienen capacidad
de aprender, aunque su ritmo de
aprendizaje sea lento. El logopeda es
muy importante en etapas tempranas
para el abordaje de la comunicacion;
asesorando e implementando con
técnicas de comunicacion aumentativa/
alternativa. Estos sistemas facilitadores
para mejorar su relacién con el entorno
y su autonomia se inician en la primera
infancia pero es recomendable que se
sigan utilizando en la edad adulta.

2.4. Trastorno del sueno

Puede ser 1til el uso de la melatonina,
principalmente cuando el problema mas
importante reside en la conciliacion del
suefio. Suele ser menos eficaz cuando
el trastorno estd en el mantenimiento
del suefio con despertares frecuentes.
Ademas de técnicas conductuales, para
una buena higiene del suefio se deben
descartar otros factores intercurrentes
que estén produciendo estos despertares
como las apneas del suefio y la
epilepsia®.

2.5. Trastornos de conducta

Intentar prevenir posibles problemas de
conducta con normas educativas claras
y constantes, rutinas estables, anticipar
cambios, fomentar autonomia al
maximo y trabajar la comunicacion. Las
conductas de agresividad y/o ansiedad
importantes no controladas pueden
llegar a requerir psicofarmacos.

2.6. Otros problemas médicos

2.6.1. Problemas de alimentacion
y gastrointestinales

Si el babeo es muy importante pueden
llegar a precisar medicamentos como la
escopolamina o las inyecciones de toxina
botulinica en las glandulas salivales. Una
intervencion temprana de logopeda para
trabajar aspectos de succidén/deglucion
consigue una mejora. Si se sospecha de
reflujo gastroesofagico (regurgitaciones,
escasa ganancia ponderal, neumonias
de repeticion) se recomienda derivar
a gastroenterologia. El reflujo suele
responder bien al tratamiento habitual
postural, dieta fraccionada, utilizacion
de leches y comidas espesantes, y
medicamentos procinéticos y antiacidos.

En adultos deben sospecharse problemas
ante un disconfort inexplicable,
pérdida de apetito y/ problemas en la
alimentacion.

El estrefiimiento requiere dieta rica
en fibra y si es necesario agentes
lubricantes.

2.6.2. Hipopigmentacién

Cremas de proteccion solar.

2.6.3. Problemas oftalmolégicos

En el estrabismo se requiere valoracion
en oftalmologia que utilizan parches
oclusivos y en algunos casos pueden
llegar a necesitar cirugia de los musculos
extraoculares. Correccion de cualquier
déficit visual mediante gafas.

2.6.4. Ofitis Media

Si se produce un acumulo de secreciones
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en oido medio pueden cronificarse
comprometiendo la audicion; en estos
casos serd necesaria la intervencion
quirtrgica para colocacion de drenajes
transtimpanicos.

2.6.5. Problemas respiratorios

Despistaje de la causa de neumonias de
repeticion como son las aspiraciones
durante la alimentacion.

Fisioterapia respiratoria en pacientes
inmovilizados y/o con escoliosis
importantes.

2.6.6. Denticién

Mantener una buena higiene dental para
evitar la placa bacteriana y medidas
correctoras cuando sean necesarias.

3. Diagnodstico
diferencial

En aproximadamente el 10% de los
pacientes con un diagnostico clinico
de AS no se encuentra una alteracion
genética especifica del mismo. Se han
descrito algunos cuadros similares al
AS, pero que clinica y molecularmente
constituyen entidades diferentes’.

En general, todos estos cuadros
comparten con el AS manifestaciones
clinicas inespecificas: retraso psicomotor
o discapacidad intelectual moderada o
grave, hipotonia, déficit o ausencia de
lenguaje, hipotonia, marcha atéxica,
epilepsia, microcefalia y una disposicion
risuefia. Su correcta caracterizacion
permitird establecer un diagndstico
preciso, dilucidar el pronostico y ofrecer
un adecuado asesoramiento genético.

3.1. Sindrome de Phelan-
Mcdermid (MIM 606232)

Se debe a la haploinsuficiencia del gen
SHANK3 localizado en 22ql13.3. La
hipotonia puede persistir hasta la edad
adulta. Los problemas de alimentacion
durante la infancia, el umbral alto del
dolor y la tendencia a la hipertermia
son caracteristicos. El crecimiento es
normal o rapido. Presentan una barbilla
prominente, parpados abotargados (lo
que les confiere un aspecto somnoliento)
con pestaias largas, orejas y manos
grandes, y ufias de los pies displésicas.
Las convulsiones afectan al 25% de
los pacientes. Los rasgos de trastorno
del espectro autista (TEA) son mas
acusados con la edad®”8.

3.2. Sindrome de Koolen-de
Vries (MIM 610443)

Deleciones en 17q21.31 y mutaciones
heterocigotas en el gen KANSLI, causan
el fenotipo clinico. Es similar al AS
por el retraso importante del lenguaje
y del habla y, por la conducta risuefa.
Sin embargo la DI suele ser leve o
moderada. Los rasgos faciales que
contribuyen a su diferenciacion son:
macrocefalia relativa, forma alargada
de la cara, punta de la nariz bulbosa,
fisuras palpebrales ascendentes, ptosis o
blefarofimosis. Puede asociar anomalias
congénitas (cardiopatia, criptorquidia) y
alteraciones de la pigmentacion®-+,
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3.3. Sindrome de
haploinsuficiencia MBD5
(MIN 156200)

La haploinsuficiencia del gen MBDS
en 2g23.1 da lugar a una DI moderada
0 grave, retraso o ausencia de lenguaje,
marcha ataxica, trastorno del ritmo del
sueflo, movimientos estereotipados,
epilepsia y ataques de risa inapropiados
(20%). No esta establecido un patréon
distintivo de rasgos faciales. Se
acompafia de anomalias esqueléticas
menores en manos y pies (braquidactilia,
dedos afilados)*#.

3.4. Sindrome de Kleefstra
(MIM 610253)

Causado por la haploinsuficiencia
del gen EHMTI en 9q34.3. Presentan
hipotonia y, una tercera parte, epilepsia.
Rasgos  caracteristicos:  hipoplasia
mediofacial, prognatismo, cejas
arqueadas, sinofridia, eversion del
labio inferior y tendencia a la obesidad.
Asocia anomalias genitales en los
varones (micropene, criptorquidia),
cardiopatia congénita o arritmias y
desarrollo de trastornos psiquidtricos
(agresividad, psicosis, apatia/catatonia,
autismo). Puede ocurrir regresion en la
adolescencia o en la edad adulta®*’.

3.5. Sindrome de Pitt-Hopkins
(MIM 610954)

Se debe a alteraciones del gen TCF4
en 18q21.2. El fenotipo facial es
caracteristico: protusion de la parte
inferior de la cara, ojos hundidos,
mejillas llenas, puente nasal ancho,

punta nasal prominente, filtrum corto,
boca ancha, labios gruesos, dientes
separados, y pabellones auriculares
carnosos y en copa. Es habitual la
microcefalia postnatal y, la coexistencia
de anomalias oculares (estrabismo,
miopia) y cerebrales inespecificas
(hipoplasia del cuerpo calloso). El
lenguaje es escaso o ausente y el fenotipo
conductual puede ser similar al del AS.
Los episodios de hiperventilacion y
apnea no son constantes y ocurren mas

frecuentemente en mayores de 6 anos*
50

3.6. Sindrome de Mowat-
Wilson (MIM 235730)

Debido a la haploinsuficiencia y a
mutaciones puntuales en el exén
8 del gen ZEB2 en 2q22.3. Cursa
con DI moderada o grave, ausencia
de lenguaje, anomalias congénitas
multiples y rasgos dismorficos. Asocia
microcefalia  postnatal, cardiopatia,
anomalias del cuerpo  calloso,
genitourinarias, oftalmologicas, atresia
de coanas o talla baja. El 50% padece
enfermedad de Hirschsprung. Los
rasgos faciales distintivos son: cejas
grandes despobladas en la region medial
y pabellones auriculares levantados
con una depresion central similar a la
pasta orecchiette o a los eritrocitos.
Ademads, presentan cara cuadrada o
alargada, hipertelorismo, ojos grandes
hundidos, columela prominente, punta
nasal redonda, perfil nasal convexo
y barbilla puntiaguda con tendencia
al prognatismo. Las convulsiones
aparecen mas frecuentemente hacia los
dos aflos’ .
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3.7.Sindrome de Christianson
(MIM 300243)

Causado por mutaciones en el gen
SLC9A46 en Xq26.3. Los varones afectos
presentan DI grave, microcefalia
postnatal, ausencia de lenguaje y
episodios espontaneos de risa. La
epilepsia debuta entre los 4 meses y los
3 afios. Puede asociarse a oftalmoplegia
externa. Son frecuentes el estrabismo,
la tendencia a mantener la boca
abierta y el babeo excesivo. La atrofia
cerebelosa, la pérdida de funciones
motoras a partir de la de la primera
década de vida, la pérdida de masa
muscular y las deformidades espinales,
son rasgos claramente diferenciadores
con el AS*>.

3.8. Sindrome de Retty
cuadros relacionados

Se incluyen los cuadros clinicos

derivados de alteraciones de los genes

MECP2, FOXG1 y CDKL5%%,

3.8.1. Sindrome de Rett tipico y
atipico (MIM 312750)

El sindrome de Rett tipico se debe
a mutaciones heterocigotas en el gen
MECP2 en Xq28. Ocurre un periodo
de regresion seguido por otro de
recuperacion/estabilizacion, 'y  los
siguientes criterios: (1) Pérdida parcial o
completa del lenguaje verbal; (2) Pérdida
parcial o completa del uso propositivo
de las manos; (3) Marcha dispraxica;
(4) Estereotipias o automatismo de
manos (lavado, frotarse, apretarse). La
deceleracion postnatal del crecimiento
del perimetro craneal es muy frecuente,
pero no imprescindible.

Las formas atipicas se caracterizan por
el periodo de regresion, dos cualesquiera
de los criterios previos y 5/11 criterios
de soporte: anomalias de la ventilacion
en vigilia, bruxismo en vigilia, cifo y/o
escoliosis, manos y pies frios, respuesta
disminuida al dolor, comunicacioén
ocular intensa, alteracion del ritmo del
sueflo, retraso de crecimiento, anomalias
vasomotoras periféricas, tono muscular
anormal, risa inapropiada o episodios de
gritos. Se pueden deber a mutaciones en
MECP2, FOXG1 o CDKLS.

La epilepsia esta presente en el 60% de
los pacientes.

3.8.2. Sindrome CDKL5
(MIM 300672)

Mutaciones y deleciones del gen
CDKL5 en Xp22.13 causan en mujeres,
y con mayor gravedad en varones, una
encefalopatia epiléptica de inicio en
los primeros 4 meses de vida. La mitad
puede experimentar una remision
hacia los 3 afios. Otros presentan una
epilepsia intratable. No existe un
periodo de regresion, ni presentan un
contacto ocular intenso ni fendmenos
vasomotores.

3.8.3. Sindrome de
haploinsuficiencia FOXG1
(MIM 613454)

Las anomalias heterocigotas en el gen
FOXG]I en 14q12 cursan con DI grave,
ausencia de lenguaje, microcefalia
postnatal, retraso del crecimiento y
crisis epilépticas. Practicamente ningun
individuo desarrolla la deambulacion.
Puede asociarse a anomalias cerebrales.
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3.8.4. Sindrome de duplicacién
MECP2 (MIM 300260)

La duplicacién del gen MECP2 en
varones puede causar hipotonia, DI
grave, ausencia de lenguaje, marcha
ataxica, espasticidad progresiva de
las piernas y posterior pérdida de la
deambulacion, regresion e infecciones
respiratorias.  Frecuentemente  las
convulsiones son de origen tardio.
Las mujeres portadoras pueden ser
asintomaticas o presentar DI.

3.9. Sindrome MEF2C
(MIM 613443)

La haploinsuficiencia del gen MEF2C,
en 5q14.3, causa un cuadro clinico muy
similar al sindrome de Rett debido a
que dicho gen esta en la misma ruta de
sintesis proteica que MECP2y CDKLS.
Las anomalias cerebrales (agenesia del
cuerpo calloso) son frecuentes®!-%2,

3.10. Deficiencia de
adenilosuccinato liasa
(MIM 103050)

Es un defecto del metabolismo de
las purinas de herencia autosémica
recesiva causado por mutaciones en el
gen ADSL en 22q13.1. La forma clinica
mas frecuente es la grave, caracterizada
por retraso psicomotor, microcefalia,
convulsiones de inicio precoz y
ausencia de contacto ocular. Las formas
leves-moderadas pueden presentar una
clinica con caracteristicas similares
al AS. La epilepsia es comunmente
resistente al tratamiento. La hipotonia
axial y generalizada se combina con una
hipertonia periférica.

Puede asociar atrofia cortical, del cuerpo

calloso o vermix cerebeloso, anomalias
de la sustancia blanca que recuerdan
a la leucomalacia periventricular y
lisencefalia®®,

3.11. Sindrome de
alfa talasemia /
discapacidad
intelectual ligada al
cromosoma X (MIM
301040)

Se debe a mutaciones del gen ATRX en
Xg21.1. Las mujeres portadoras son
fisica e intelectualmente asintomaticas.
Los varones presentan DI grave o
profunda, microcefalia, hipotonia y
trastorno del comportamiento. Los
rasgos faciales caracteristicos son:
hipoplasia mediofacial, epicanto, puente
nasal plano, nariz pequefia y triangular,
boca caracterizada por el labio superior
en tienda, labio inferior lleno y
evertido, y protusion de la lengua. La
mayoria asocia anomalias genitales
(criptorquidia, hipospadias o genitales
ambiguos) y esqueléticas (pies planos o
equinos, cifo y/o escoliosis, anomalias
de pared toracica). Un tercio presenta
epilepsia. En algunos individuos
afectos, se pueden encontrar inclusiones
de hemoglobina H en un frotis de sangre
periférica®>s,

3.12. Sindrome de
deficiencia HERC?2

Descrito en la poblacion Amish.
Mutaciones en homozigosis  del
gen HERC2 en 15ql3.1, causan un
defecto en la actividad del gen UBE3A
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ocasionando un cuadro similar al AS,
aunque la DI puede ser leve®”,

4. Alteraciones
genéticas asociadas

Desde 1997 el AS®™ se considera
una enfermedad monogénica causada
por anomalias genéticas que afectan
a la copia materna del gen UBE34. El
gen UBE3A pertenece a un cluster de
genes regulado por impronta gendmica,
localizado en la regién cromosOmica
15q11-q13.

4.1. Regidon cromosomica
15g11-g13

La region cromosomica 15q11-q13 esta
flanqueada por duplicones, segmentos
repetitivos que originan deleciones
mediante puntos de rotura (BP: break
points). Se conocen tres BP principales,
dos mas préximos a centromero, BP1
y BP2, y uno distal BP3"""™. Se han
descrito BP secundarios en posicion mas
telomérica a BP3, denominados BP4,
BP5 y BP6™.

En la region cromosomica 15q11-q13,
entre BP2 y BP3, se encuentra un
dominio de 4 Mb regulado por impronta
que contiene cinco genes de expresion
paterna, MKRN3, MAGEL2, NDN,
Cl5o0rf2 (expresion paterna en tejido
cerebral) y SNURF-SNRPN, y dos genes
de expresion materna, el gen UBE3A4 y el
gen ATP10A (Figura 3A). La expresion
monoalélica de UBE3A es especifica de
algunas regiones del cerebro y cerebelo y
es bialélica en el resto de tejidos (Figura
3B). La region 15ql11-q13 también
incluye genes de expresion bialélica, no

sometidos a impronta. En posiciéon mas
telomérica se encuentran el gen OCA2
(gen del albinismo oculocutaneo tipo
II) y subunidades de los receptores del
acido gammaaminobutirico (GABA)
(GABRB3, GABRA5 y GABRG3). En
posicion mas centromérica, entre BP1
y BP2, se encuentran los genes NIPA1,
NIPA2, CYFIP1 y GCPS5 (Figuras 3Ay
3B).

El locus SNURF-SNRPN (Upstream
Reading Frame-Small Nuclear
Ribonucleoprotein Polypeptide N) es
policistronico’™.  Contiene multiples
copias de snoRNAs codificadas en
regiones intronicas de esta compleja
unidad de transcripcion. Diferentes
transcritos  alternativos del locus
SNURF-SNRPN son predominantes en
el cerebro y se solapan a UBE3A4 con
una orientacion antisentido. A diferencia
de los genes de expresion paterna y
del gen ATP10A de expresion materna,
la expresion materno-especifica de
UBE3A4 en el cerebro no se regula
mediante metilacion del DNA. El
silenciamiento de la copia paterna de
UBE3A4 en el cerebro es consecuencia
de la expresion del transcrito mas largo
de SNURF-SNRPN en una orientacion
antisentido’*? (Figura 3A).

4.2. Gen UBE3A

El gen UBE3A, localizado en la region
15q11-q13, codifica la proteina E6-AP
(Human Papillomavirus E6-Associated
Protein), de 865 aminoacidos y con
un peso molecular de 100 kD. La
proteina E6-AP es una E3 ubiquitin-
proteina ligasa, miembro de la familia
proteica que presenta 350 aminoacidos
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Figura 3: Esquema de la region cromosomica 15q11-q13 y patron de expresion de los genes contenidos en
esta region en determinadas regiones del cerebro y cerebelo (A) y en el resto de tejidos (B). Se representan el
cromosoma 15 paterno (parte superior de la figura) y el cromosoma 15 materno (parte inferior de la figura) y
se indica la region de 4Mb regulada por impronta gendomica. Las dos regiones AS-SRO y PWS-SRO que con-
stituyen el IC se indican en recuadros blancos enmarcados con linea rosa y azul, respectivamente. Recuadros
azul: genes de expresion paterna; recuadros rosas: genes de expresion materna; recuadros negros: genes de
expresion bialélica; lineas verticales en azul: snoRNAs contenidos en el transcrito SNURF-SNRPN; flechas
horizontales: orientacion de la transcripcion; en blanco enmarcados con lineas discontinuas atenuadas: genes
no expresados en uno u otro cromosoma; lineas discontinuas verticales en azul: snoRNAs no expresados en
el cromosoma materno; lineas negras verticales discontinuas: BPs mas frecuentes; lineas grises verticales
discontinuas: BPs menos frecuentes. Circulos negros: metilacion del DNA.




Capitulo 6: SINDROME DE ANGELMAN

en su extremo C-terminal, formando el
denominado dominio hect (Homologous
to the E6-AP carboxyl terminus)®. En la
via de degradacion proteica dependiente
de ubiquitina intervienen tres enzimas:
los enzimas E1 activadores de ubiquitina,
los E2 conjugadores de ubiquitina y los
E3 ubiquitin-protein ligasas. Esta via es
utilizada por la célula para la degradacion
proteica de sustratos especificos. Los
enzimas E3 con dominio hect son
importantes para el reconocimiento del
sustrato y transferencia de ubiquitina del
complejo E2-ubiquitina al sustrato®-.
La acumulacion de algunas proteinas
diana de E6-AP se ha propuesto como
una causa potencial para el AS de
etiologia desconocida®. Este podria ser
el caso de p53, p27, PbI/ECT2, alfa-
sinucleinas, Arc, ephexin-5 y RpnlO,
que son sustratos de E6-AP en el
cerebro y estan implicados en procesos
relevantes, tales como el crecimiento
neuronal, la migracion en la corteza, el
control de los niveles de superficie de
los receptores del 4cido alfa-amino-3-
hidroxi-5-metil-4-isoxazol-propionato
(AMPAR), control del numero de
sinapsis excitatorias y la densidad de las
espinas dendriticas®’. Recientemente,
Rpn10 se ha sugerido como el principal
substrato para la degradacion a través
de la ubiquitinizacion mediada por E6-
AP®. En el afio 1999 fue descrita una
segunda funcion, independiente de esta
primera, como coactivador de receptores
hormonales nucleares®, estando E6-AP
también involucrada en la transcripcion
de  hormonas esteroideas como
receptores de glucocorticoides. Al ser
interrumpidas las vias de sefalizacion
de estos receptores, el eje hipotalamo-

hipofisis-suprarrenal se altera, lo que
resulta en una mayor susceptibilidad
al estrés y la ansiedad” y en deterioro
cognitivo en modelos de raton de AS°.
El conocimiento de proteinas con las que
E6-AP forma complejo, de genes diana
que son activados por el mismo y de
proteinas diana de la funcion ubiquitin
ligasa de E6-AP, desvelan un importante
papel de esta proteina en la fisiologia del
sistema nervioso central®,

La estructura genética del gen UBE34
actualmente conocida, fue descrita
por Kishino y Wagstaff en 1998%, asi
como la de dos pseudogenes, UBE3API
y UBE3AP2, localizados en los
cromosomas 2 y 21, respectivamente.
El gen UBE3A est4 constituido por 16
exones, y los exones 1-6 forman parte
de la region 5’-no traducida. En el
marco abierto de lectura (Open Reading
Frame; ORF) de E6-AP (Isoforma I)
el exén 7 aporta Unicamente sus dos
ultimos nucledtidos (AT) al codon de
inicio (AUG), el cual se completa al
realizar el splicing entre los exones 7y 8.

4.3. El centro regulador
de la impronta (IC) en
15g11-g13

El IC de la region cromosomica
15q11-q13 presenta dos regiones criticas
necesarias para el cambio de impronta en
la linea germinal. La primera, llamada
Prader-Willi Syndrome-Smallest Region
of deletion Overlap (PWS-SRO),
incluye la region promotora y el exon 1
del gen SNURF-SNRPN y se ha definido
por el solapamiento de deleciones
presentes en las familias Sindrome
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de Prader-Willi (PWS). La segunda,
llamada Angelman Syndrome-Smallest
Region of deletion Overlap (AS-SRO)
es la regién comun delecionada en las
familias AS***® (Figuras 3A y 3B). En
el cromosoma 15 materno, la region
cromosdmica 15q11-q13 estd metilada
causando la inactivacion de los genes
de expresion paterna y permitiendo la
expresion de UBE3A. En el cromosoma
paterno la expresion del largo transcrito
SNURF-SNRPN impide la transcripcion
de UBE3A4 en el cerebro” % (Figura
3A). El gen ATP10A se consider6 un
posible candidato a causar el AS ya que
presenta un patrén de expresion similar
a UBE34, pero hasta la actualidad no
se han encontrado evidencias de esta
posible relacion®”s,

4.4, Mecanismos moleculares

El 90% de los casos son causados
por cuatro mecanismos principales:
delecion de la region 15ql1-ql3,
mutaciones puntuales en el gen UBE3A,
disomia  uniparental paterna  del
cromosoma 15 [UPD(15)pat] y defecto
en la impronta. En una baja frecuencia
las reorganizaciones cromosomicas
afectan a la region 15qll-ql3. El
AS también puede estar causado por
deleciones totales o parciales del gen
UBE3A4°'%, En un 10% de casos con
diagnostico clinico de AS, no se han
identificado ninguna de las causas
genéticas conocidas. En estos casos se
recomiendan revisiones clinicas dado
que existen diferentes patologias que se
manifiestan con fenotipos similares al
AS descritos (ver apartado 3).

* Delecion de la region 15q11-q13
(Figura 4A); es la causa mas frecuente
encontrandose en el 70%-75% de los
pacientes. E1 90% de estas deleciones se
originan por recombinacién homdloga
desigual entre uno de los puntos de
rotura proximales BP1 o BP2 y el mas
distal BP3772, Concretamente el 50% de
estas deleciones se dan entre BP2 y BP3
(delecion tipo II) y el 40% se dan entre
BP1 y BP3 (delecion tipo I). Menos del
10% de las deleciones ocurren entre
los puntos BP1/BP2 y los puntos mas
distales BP4,BP5 y BP67.

* Mutacion en la copia materna del
gen UBE3A (Figura 4B); es la segunda
causa mas frecuente (10%) del AS y
puede ser de novo o familiar. La delecion
total o parcial del gen UBE3A (Figura
4C) es causa del AS, aunque aparece
con muy baja frecuencia, menos del
5%>-12, Las técnicas de analisis de
secuencia no cuantitativas utilizadas
para estudiar la presencia de variaciones
nucleotidicas en el gen UBE34, no
permiten identificar la delecion total o
parcial del gen, por lo que su frecuencia
puede estar infravalorada.

* UPD(15)pat (Figura 4D); su
frecuencia es baja (2-5% de los casos)
y son mayoritariamente isodisomias.
Dado que lano disyuncion en meiosis
masculina es un fenémeno raro, éstas
se originan, probablemente, por una
no-disyunciéon materna seguida de
una duplicacién postzigotica del
cromosoma 15 paterno!%1%4,

* Defecto de impronta de la
region 15q11-q13 (Figuras 4E y
4F); ocurre con una frecuencia baja,
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similar a patlSUPD. En este caso
los cromosomas de origen materno
y paterno estan presentes, pero se ha
establecido una impronta incorrecta
(Figura 4E). La mayoria de los
defectos de impronta (85%) son por
errores epigenéticos, considerados
esporddicos. En un 27% de los
casos, estos errores epigenéticos
en el cromosoma materno pueden
ser postzigdticos y presentarse en
mosaico'®1%, El 15% de los casos
AS causados por un defecto de
impronta se originan por deleciones
de la region AS-SRO (Figura 4F).
Estos ultimos mayoritariamente
son familiares, con un riesgo de
recurrencia del 50%'%.

* Con una incidencia muy baja
(<1%) la causa puede ser una
reorganizacion cromosémica
que afecte a la region 15q11-q13
alterando el patron de la impronta.

A pesar de que el defecto de impronta de
laregion 15q11-q13 sea una causa de AS
de muy baja frecuencia, en el afio 2002,
Cox y colaboradores'®” describieron dos
casos de AS concebidos por técnicas
de reproduccion asistida causados por
un defecto de impronta. Un afio mas
tarde, se describi6 otro caso mas de AS
causado por un defecto de impronta
también concebido con reproduccion

Sy

Figura 4: Esquema de las causas genéticas del AS.
Delecion 15q11-q13 en el cromosoma 15 materno
(A); Mutacion en el gen UBE3A en el cromoso-
ma materno (B); Delecion total o parcial del gen
UBE3A en el cromosoma materno (C); Disomia pa-
terna del cromosoma 15 (D); Defecto de impronta
por anomalia epigenética (ausencia de metilacion)
en el cromosoma 15 materno (E); Defecto de im-
pronta por delecion del AS-SRO en el cromosoma
15 materno (F).
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asistida''®. Los procesos de estimulacion
ovarica'"'?, maduracién in vitro de
ovocitos'! o el cultivo in vitro de
embriones!'*!!"* podrian interferir en la
impronta gendémica. Este conocimiento
apunta a un moderado incremento en
el riesgo del desarrollo de sindromes
relacionados con anomalias en la
impronta gendmica en la poblacion de
nifios concebidos mediante reproduccion
asistida. Ademads, a partir de datos
epidemiologicos obtenidos de madres
de pacientes con AS, se ha demostrado
una correlacion entre infertilidad y la
presencia de defecto de impronta en la
descendencia''.

5. Estudios moleculares

Conocer la causa genética del AS
es imprescindible para orientar un
pronoéstico clinico y poder ofrecer un
consejo genético.

Anterior al conocimiento del gen
causante del AS, en el afio 1996, la
American Society of Human Genetics
(ASHG), conjuntamente con el American
College of Medical Genetics (ACMG),
propusieron las aproximaciones
necesarias para el diagnostico del AS y
del PWS!¢, Este algoritmo inicialmente
propuesto se ha completado teniendo
en cuenta el conocimiento actual de las
posibles causas del AS y el desarrollo
y mejora de las técnicas moleculares.
Frente a la sospecha clinica del AS
y teniendo en cuenta la frecuencia
de las diferentes causas genéticas,
es recomendable iniciar el estudio
molecular analizando la metilacion del
DNA del IC de la regién cromosdmica
15q11-q13. El estudio del cariotipo del

paciente permitird identificar posibles
reorganizaciones cromosOmicas que
afecten a la region critica 15q11-q13.

* Los estudios de metilacion del
DNA permiten valorar el patrén
de metilacion en la region IC.
El exdnl/region promotora de
SNURF-SNRPN presenta una isla
CpG diferencialmente metilada;
no metilada en el alelo paterno y
metilada en el alelo materno (ver
Figura 3A y 3B). El patréon de
metilacion caracteristico del AS se
identifica por la ausencia del alelo
metilado (materno) y presencia del
alelo no metilado (paterno). Con
ello se identifican el 80% de los
casos AS, aquellos causados por una
delecion de la region 15qll1-ql3,
por una UPD(15)pat o por un
defecto de impronta (ver Figuras
4A y 4C-F). La aplicaciéon de
técnicas complementarias permite
diferenciar entre estas etiologias.

Como se menciona en el capitulo
1 de estas guias, los estudios de
metilacion del DNA se basan
en la aplicacion de la técnica de
MLPA especifica de metilacion,
Methylation Specific-Multiplex
Ligation-dependent Probe
Amplification (MS-MLPA®) obienen
la amplificacioén por PCR especifica
de metilacion, Methylation Specific-
PCR (MS-PCR).
* La metodologia MS-MLPA®
es de gran utilidad porque analiza
varias causas genéticas con una
unica metodologia. Permite la
identificacion de la metilacion
del IC a la vez que detecta la
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variacion en nimero de copias
de loci de la region cromosdmica
15q11-q13, cubriendo desde
el gen NIPA hasta APAB7, de
manera semicuantitativa'’-!'8, El
kit comercial ME028 de MRC
Holland, contiene 32 sondas
especificas de la region critica
15q11-q13 y 14 sondas control de
fuera de 15q11-q13 (cromosoma
15y otros cromosomas). Ademas,
algunas de las sondas internas
se disefian complementarias a
la region AS-SRO del IC para
poder cuantificar la dosis génica
e identificar posibles deleciones
que afecten Unicamente a la
region AS-SRO del IC. Con esta
estrategia, es posible identificar
la presencia de metilacion en
solo un alelo (50%; patron
normal), presencia de metilacion
en los dos alelos (100%; patron
de metilacion caracteristico del
PWS) o ausencia de metilacion
(0%; patron de metilacion
caracteristico del AS).

Con un patron de metilacion
caracteristico de AS y la
presencia de la mitad del niimero
de copias en los /oci de la region
15q11-ql3, es posible concluir
que la delecion es la causa del
AS, diferenciandose la tipo L, I o
delecion atipica. La ausencia de
metilacion junto a un resultado
compatible con la presencia de
delecién en la region AS-SRO
y una dosis normal en el resto
de loci internos de la region
15q11-q13, permite concluir
que el AS estd causado por un

defecto de impronta resultante de
delecion en el IC. Si se obtiene
un resultado normal en cuanto
al nimero de copias de todos
los loci de la regién 15q11-ql13
y un patréon de metilacion AS,
debe realizarse un estudio de
microsatélites para diferenciar el
AS causado por una UPD(15)pat
de un defecto de impronta por un
error epigenético de novo (Figura
5). Al tratarse de una técnica
cuantitativa, la  MS-MLPA®
permite la identificacion del
defecto de impronta en mosaico.

* En el estudio del patréon de
metilacién con la metodologia
MS-PCR, la presencia de
una banda de amplificacion
especifica del alelo paterno no
metilado y ausencia de la banda
de amplificacion correspondiente
al materno metilado, indica
que el paciente es afecto de AS
causado por delecion de la region
cromosomica 15ql11-q13, o por
UPD(15)pat o bien por un defecto
de impronta. Para poder discernir
la causa es necesario realizar
estudios complementarios. La
sensibilidad de deteccion de
ambos alelos es importante
para poder detectar un defecto
de impronta en mosaico
con un disefio adecuado de
oligonucledtidos'™.

La  técnica de  FISH
(Fluorescent In Situ
Hybridization) con sondas
especificas de la region,
permite identificar la delecion
de la region 15q11-q13.
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Figura 5: Algoritmo diagndstico del AS mediante MS-MLPA como técnica de eleccion para el analisis del
patrén de metilacion y de deleciones. El algoritmo se completa mediante el estudio de microsatélites o el

analisis de la secuencia del gen UBE3A.

¢ En la actualidad la técnica de
microarray de hibridacion
genOmica comparada
(aCGH), utilizada en genética
clinica para el analisis de
variantes de nimero de copias
(deleciones y duplicaciones),
permite  diagnosticar  los
distintos tipos de delecion tanto
las comunes como las atipicas
y conocer su tamaflo.

* El estudio de microsatélites
permite  diferenciar  entre
la  UPD(15)pat  (herencia
uniparental) o un defecto de
impronta (herencia biparental).
Los microarrays de alta
densidad con polimorfismos
de nucledtido unico (SNP)
pueden proporcionar
informacién sobre la presencia
de UPD ademés de informar

sobre las deleciones.

Si con el estudio de
microsatélites se ha observado
herencia biparental, y por
tanto indicativo del defecto de
impronta como causa genética
del AS, y previamente se ha
utilizado la técnica de MS-
PCR, es importante realizar
un estudio cuantitativo de la
region AS-SRO del IC que
permita identificar una posible
delecion del AS-SRO como
origen del defecto de impronta
o descartarlo y concluir que
la causa del AS es un defecto
de impronta  epigenético
esporadico.

El estudio del gen UBE3A se
realizard en caso de obtenerse
un patron de metilacion normal
(presencia del alelo metilado/
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materno 'y no metilado/
paterno). Debido a la estructura
genomica del gen UBE3A y a
la presencia de pseudogenes
de elevada homologia, en
el estudio de la secuencia
del gen UBE34 se analiza
el ORF del gen utilizando
oligonucleotidos especificos de
regiones intronicas con las que
los pseudogenes no comparten
homologia. En caso de no
identificarse una mutacion que
permita el diagndstico y ante
una clinica muy consistente
del AS debe plantearse
complementar el  estudio
cuantitativo por MLPA® del
gen para identificar posibles
deleciones totales o parciales
de UBE3A como causa genética
(kit P336 de MRC Holland).

Por ultimo, en el 10% de casos con
diagnoéstico clinico de AS, que no
se identifique ninguna de las causas
genéticas conocidas, estaria indicado
analizar el cariotipo molecular (aCGH)
y un estudio de mutaciones del panel de
genes asociados con fenotipos similares
al AS descritos (ver apartado 3).

6. Posibles terapias
moleculares

En la actualidad y al igual que sucede
en la mayoria de sindromes de causa
genética, no existe un tratamiento
curativo para el AS. Los tratamientos
actuales se centran en terapias que
permiten tratar los sintomas sin poder
erradicar la causa que puede conllevar a

revertir el fenotipo anémalo.

Sin embargo, los avances en biomedicina
y, en concreto en la terapia molecular,
pueden cambiar las perspectivas
para el tratamiento del AS dadas las
caracteristicas genéticas del sindrome.
En concreto, el hecho de que exista
un gen diana (el gen UBE3A4) y que
ademas esta presente una copia o alelo
del gen potencialmente funcional, hacen
del AS un firme candidato a la posible
aplicacion de terapias moleculares.

Ante una terapia molecular para estos
pacientes se deben tener en cuenta dos
premisas importantes: 1) conseguir un
tratamiento muy dirigido y especifico
que actie sobre el gen UBE3A y no
sobre otros genes del genoma y 2) debe
superarse la barrera hematoencefalica
y acceder al cerebro, principal 6rgano
diana. Ademas también es necesario que
presente una baja toxicidad y no sea un
tratamiento invasivo.

Como se ha indicado previamente, el
AS esta causado por la ausencia o la
no funcionalidad de la proteina E6AP,
codificada por el gen UBE34, en el
cerebro, donde este gen es inicamente
funcional a partir del alelo materno. Las
anomalias genéticas del gen UBE3A4
que afectan su expresion causan el
fenotipo AS. Sin embargo, el paradigma
de que la copia paterna del gen UBE3A4
estd intacta aunque inactiva, abre la
posibilidad de un tratamiento molecular
basado en conseguir activar la copia
paterna del gen en el cerebro'®. El
mecanismo molecular por el cual se
produce la inactivacion del gen UBE3A4
es a través de la expresion del transcrito
no codificante del locus SNURF-SNRPN
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(long non-coding RNA) que tiene una
direccion antisentido y solapante al gen
UBE3A a cuya funcion se le denomina
UBE3A antisense transcript (UBE3A-
ATS). El bloqueo de la copia paterna del
gen UBE34 en el cerebro, incrementa
las posibilidades de tratamiento con
moléculas que actien impidiendo la
expresion del transcrito UBE3A4-ATS.

Conseguir un tratamiento eficaz que
actie inhibiendo a UBE3A-ATS es el
foco actual de grupos de investigacion
dedicados al desarrollo de posibles
terapias del AS. Cabe recordar las
multiples y complejas funciones que
tiene la proteina E6-AP, entre ellas la
de actuar como enzima E3 ligasa de
ubiquitinas®%5 de multiples proteinas
celulares que no serian degradadas, y
como coactivador transcripcional de
receptores hormonales nucleares®*.
Ademas los enzimas E3 ligasa de
ubiquitina también participan en la
monoubiquitinizacion asociada a la
sefalizacion celular, y adicionalmente
se atribuyd su posible papel en la
sinapsis neuronal y en la potenciacion
a largo plazo en el hipocampo!?!-1%,

Es dificil el desarrollo de tratamientos
que actiien sobre las dianas de E6-
AP y en la actualidad solo se conoce
un ensayo clinico dirigido a mejorar
el sistema serotonergico afectado en
el AS, mediante el tratamiento con
levodopa, transportador de la dopamina.
Este tratamiento se habia utilizado
para tratar a dos pacientes adultos con
AS, los cuales mejoraron respecto al
temblor y larigidez. La levodopa podria
normalizar la proteina alfa kinasa II
calmodulina (aCaMKII), reduciendo
la inhibicion de la fosforilacion que

se produce por el déficit de E6-AP'*.
Por otro lado, parece que los problemas
conductuales también podrian mejorar,
pues estdn relacionados con una
sefializacion anomala de la dopamina,
que es dependiente de la proteina
aCaMKII'?5126,

Algunos ensayos han utilizado farmacos
que actian modulando la expresion
génica, al ser agentes que actiian sobre
la metilacion del DNA (5-azacitidina) y
sobre determinadas modificaciones de
las proteinas histonas (inhibidor de las
deacetilasas de histonas), o el inhibidor
de la topoisomerasa (topotecan),
que dieron resultados positivos en la
activacion de UBE3A en experimentos
realizados en modelo murino AS'"
122, Pero estos tratamientos no son
especificos y los farmacos actiian y
modifican la expresion de multiples
genes del genoma que pueden dar lugar
a efectos no deseados.

No solamente se ha de conocer el
efecto e importancia de los farmacos
sino que se ha de poner énfasis en la
administracion del tratamiento y su
liberacion en el cerebro. Las inyecciones
intracraneales pueden tener efecto sobre
regiones muy discretas, ademas de ser
necesarias inyecciones sucesivas para
prolongar el efecto del tratamiento. Una
solucion podria ser el uso de vectores
virales portadores del gen UBE3A4, pero
su eficacia depende de su estabilidad
y/o insercion en el genoma, mecanismo
complejo en células neuronales que no
se dividen.

Otra estrategia que se investiga es el uso
de proteinas artificiales con actividad
de factor de transcripcion (Artificial
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Transcription Factors;, ATFs)?%13,
Aunque se considera una estrategia
terapéutica prometedora, por haber
conseguido  conferir  especificidad
en la activacion o inactivacion de
genes especificos!®!, todavia existen
limitaciones en su formato de
administracion.

Finalmente, la estrategia de terapia
molecular  que  despunta  mas
prometedora, dada su eficacia,
especificidad, ausencia de efectos
adversos y resultados obtenidos tras
su administracion in vitro € in vivo en
modelo murino de AS, es el uso de
oligonucleotidos antisentido (antisense
oligonucleotides; ASOs). Es decir, el
uso de una secuencia especifica de
oligonucledtidos complementaria al
transcrito long non coding RNA para
silenciar a UBE3A4-ATS del cromosoma
15 paterno. En este sentido Meng y
col.®> han publicado recientemente
resultados exitosos en la inactivacion
de UBE3A-ATS, obtenidos tras el
tratamiento con ASOs en ratones AS
mediante inyecciones intracraneales.
Han observado un restablecimiento
parcial de la proteina E6AP en
neuronas consiguiendo una mejora
de los rasgos cognitivos asociados al
AS, pero no logran la recuperacion
de otras caracteristicas fenotipicas. El
conseguir una completa mejoria del
fenotipo podria depender del momento
de la administracion del tratamiento con
ASOs, antes del periodo ventana critico
de desarrollo, de la necesidad de un
tratamiento mas prolongado que influya
en la restructuracion de la red neuronal o
de un nivel de induccion de la actividad
del gen UBE3A mas elevado.

En resumen, los resultados
obtenidos hasta el momento actual
en la investigacion de un posible
tratamiento del AS, asi como de otras
enfermedades que afectan al Sistema
Nervioso Central y de genética similar,
apuntan al tratamiento con ASOs por
ser una terapia bien tolerada, admite
la administracion en el cerebro,
por su distribucion en el tejido pos
administracion y por sus efectos a largo
término'®’.

7. Correlacion
genotipo-fenotipo

Segin los distintos mecanismos
moleculares las caracteristicas clinicas
difieren en severidad y en frecuencia
de presentacion. Hay una gradacion
en la severidad clinica de acuerdo
con su genotipo, siendo de mayor a
menor gravedad los casos con delecion,
etiologia desconocida, mutacion en
UBE34, UPD(15)pat y defecto de
impronta, respectivamente'*>. La edad
del diagnostico es mas precoz en los
pacientes con delecion respecto a los
pacientes con mutacion en UBE3A y
UPD(15)pat/defecto de impronta (14
meses vs 24 meses). Los pacientes
con delecion tienden a ser mas bajos
y delgados respecto a la poblacion
general; estas caracteristicas suelen
ser mas marcadas en la delecion tipo I,
mientras que los pacientes con UPD(15)
pat o defecto de impronta tienden a ser
mas altos y con mayor peso. En el grupo
con mutacion en UBE3A4 el crecimiento
es variable>'®,

La delecion respecto a las otras



Enfermedades de impronta: guias de buena prdctica clinica

etiologias moleculares se asocia a un
fenotipo mas complejo caracterizado
por convulsiones graves, mas frecuentes
y éstas aparecen antes de los tres afios,
por lo que se requiere mas medicacion
para su control. Los pacientes con
delecion cumplen criterios de autismo,
tienden a presentar mayor frecuencia
de problemas motores, las edades de
sedestacion y de marcha auténoma
suelen verse retrasadas, algunos casos
no llegan a andar y en los que andan,
la ataxia es frecuente. También hay una
ausencia completa del lenguaje verbal,
mayor frecuencia de microcefalia
y las conductas masticatorias son
mas comunes respecto al grupo sin
delecion™133:134,

Se ha sugerido que la ausencia de los tres
genes que componen las subunidades
del receptor aminobutirico (GABRB3,
GABRA5, GABRG3), localizados
distalmente a UBE3A, esté implicada
en la génesis de la epilepsia'®.

La hipopigmentacién ocurre con
mayor frecuencia en los pacientes con
delecion. El gen OCA2 es responsable
del albinismo oculocutaneo II de

herencia autosomica recesiva,
pero también puede tener un
comportamiento semidominante

favoreciendo la hipopigmentacion en
la delecién. Pacientes con mutacion
en UBE3A4 también pueden presentar
hipopigmentacién y ello se atribuye
a una alteracion de la pigmentacion
debido a una probable regulacion del
receptor de melanocortina-1'9%:13,

Hay algunas diferencias fenotipicas
entre la delecion tipo 1y II siendo mas
grave en la delecion de mayor longitud

(tipo I). Se asocia a caracteristicas
mas graves del trastorno del espectro
autista y mayor aversion a estimulos
sensoriales. Sin embargo en las
habilidades cognitivas y en la conducta
adaptativa no hay diferencias entre
las dos clases de deleciones'®”!*8, Hay
cuatro genes, NIPAl, NIPA2, CYFIPl y
GCP5 que estan ausentes en la delecion
tipo I y que pueden ser responsables de
estas diferencias. En particular CYFIP1
es el gen mas relevante por codificar
para una diana de la proteina FMRI1
del retraso mental X fragil, asociado a
TEA'®.

Pacientes con mutacion en UBE3A4
alcanzan una puntuaciéon mas alta en
los test cognitivos, en las habilidades
motoras fina y gruesa y en el lenguaje
receptivo respecto a la delecion.
Pueden llegar a utilizar unas 20
palabras. También suelen tener mayor
facilidad para desarrollar sistemas de
comunicacion alternativos, como el
lenguaje de signos '*. Sin embargo,
en nifios menores de cinco afios
no se encuentran diferencias en las
habilidades del lenguaje respecto a los

distintos mecanismos moleculares'*'.

Los sintomas en los pacientes con
UPD(15)pat y defecto de impronta son
mas moderados y con un fenotipo mas
atipico respecto a las otras etiologias.
Un 46% de los niflos muestran un
aumento del indice de masa corporal °.
A partir del primer afio de vida puede
manifestarse una conducta hiperfagica,
que es mas moderada que en el PWS.
La sobrexpresion de los genes paternos
SNURF-SNRPN subyace en el origen
de la obesidad temprana>'4*'%2, En
el defecto de impronta en mosaico
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el fenotipo es el mas moderado de
todos los distintos tipos de alteracion
molecular'44,

8. Asesoramiento

genético
Para poder ofrecer un correcto
asesoramiento  genético, se debe

determinar el mecanismo que ha
ocasionado el AS en el paciente (Figura
6).

* En la delecion 15q11-q13 el riesgo
de recurrencia es muy bajo, inferior
al 1%'"S. Sin embargo, se recomienda
el cariotipo para descartar una
reorganizacion cromosdmica aunque
sea extremadamente rara (<1%).
Cuando la madre sea portadora de una
reorganizacion equilibrada, el riesgo de
recurrencia se estima del 5%-50%, en
funcion de la reorganizacion.

* En el caso de la UPD(15)pat el riesgo
de recurrencia es bajo, inferior al 1%'%.

Sin embargo, se recomienda el cariotipo
para descartar una translocacion
robertsoniana heredada del padre en
los casos de isodisomia. El riesgo de
recurrencia seria del 100%.

* La mayoria de casos con defecto
de impronta epigenético y
aproximadamente el 70% con mutacioén
en UBE3A son esporadicos, siendo el
riesgo de recurrencia muy bajo, inferior
al 1%. Aproximadamente el 10-15% de
los pacientes con delecion del IC y en
el 29% con mutacién en el gen UBE34
son familiares'Y. Es necesario realizar
un estudio de la madre para determinar
si dicha alteracion ha sido heredada. En
esta situacion el riesgo de recurrencia
seria del 50%. Si la madre es portadora
de la delecion en el IC, o de una
mutacion en el gen UBE34, es necesario
estudiar a su padre (abuelo materno del
caso indice). Si éste es portador, se debe
considerar a los hermanos de la madre
posibles portadores. Para las hermanas
de la madre portadora también existiria

Consejo genético

SA
|
| T ' ' '
) Disomia i0 =
Delecién uniparental Defecto Mutacion N
15911913 paterna impronta UBE3A
I_‘_I —
Defecto i6 De novo St
" < e Delecién
epigenético centro <1%
<1% impronta Familiar
5-50%
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De novo 50% :
<1%
Familiar

50%

Figura 6: Riesgo de recurrencia en funcion del mecanismo etiologico del AS.
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el mismo riesgo del 50% para la
descendencia y para los hermanos, éstos
podrian transmitir la alteracion a la
descendencia, hijos o hijas, en estado de
portador sano'#!4,

El diagnostico prenatal se recomienda
para posteriores embarazos
independientemente de la causa genética
y de que el riesgo de recurrencia
sea considerado bajo ya que se han
descrito casos familiares con delecion

o mutacién en UBE3A sugiriendo la
presencia de un mosaicismo germinal
en la madre'®5152 En funcion de
la alteracion se realizara el test de
metilacion o bien un analisis mutacional
especifico en el gen UBE3A4, en
una muestra de ADN procedente de
vellosidad corial (12-13 semanas de
gestacion) o bien de liquido amniotico
(a partir de la 14 semana de gestacion).
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RESUMEN

El sindrome de Angelman (AS) (MIM 105830) es un frastorno del neurodesarrol-
lo de origen genético caracterizado por una discapacidad intelectual grave,
con nulo o minimo uso del lenguaje, asociado a epilepsia con alteraciones
en trazado de elecfroencefalograma, frastorno del equilibrio y movimiento,
y trastorno del sueno. Es caracteristico el fenotipo fisico (microcefalia y boca
grande) y conductual (sonrisa frecuente, fascinaciéon por el agua, frecuente
aleteo, hiperexcitabilidad, y dispersién). La incidencia del AS es alrededor de
1 por cada 15,000 individuos.

El AS es de herencia monogénica causado por anomalias genéticas que af-
ectan ala copia materna del gen UBE3A. Este gen pertenece a un cluster de
genes regulado por impronta gendmica de la regidon cromosdémica 15g11-
g13. Hay cuatro mecanismos principales que causan el AS: delecién de la
region 15911-q13 en la copia materna (70-75%), mutaciones en UBE3A (10%),
disomia uniparental paterna del cromosoma 15 (2-5%) y defecto en la impron-
ta (2-5%). No se conoce la causa genética en un 10%. El estudio de metilaciéon
de SNURF-SNRPN vy la secuenciacion de UBE3A permiten el diagndstico en el
90% de los casos.

Hay diferencias fenotipicas segun el mecanismo molecular, siendo de mayor
gravedad la delecién y de menor la disomia uniparetal paterna y el defecto
de impronta. La delecién tipo |y Il se asocia a un fenotipo mds complejo car-
acterizado por convulsiones graves, mds frecuentes y mds tempranas. El diag-
ndstico precoz es importante para evitar estudios complementarios innecesa-
rios y establecer un prondstico que permita a las familias una planificacion de
vida y a los profesionales iniciar: () estrategias terapéuticas mds adecuadas
(fisioterapia en el desarrollo psicomotor durante los primeros anos y en la edad
adulta para evitar retracciones y deformidades osteoarticulares y técnicas de
comunicacion alternativas lo mds precoz posible y necesarias durante toda
la vida) y (i) prevision de respuesta a diferentes fdrmacos (como eleccion de
farmacos antiepilépticos e inductores del sueno).

La mayoria de casos son esporddicos siendo el riesgo de recurrencia muy
bajo, pero en los genotipos con mutacién de UBE3A y delecidn del centro de
impronta se encuentran casos familiares. Para la madre portadora el riesgo de
recurrencia en la descendencia es del 50% y en los hermanos varones porta-
dores, la alteracién se transmite en el 50% de la descendencia en estado de

portador sano.
© onee
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1. Revision clinica:
principales aspectos
diagndsticos

1.1. Infroduccion

En el afio 1993, Holm y colaboradores
establecieron un consenso de criterios
clinicos para identificar a los pacientes
afectos de sindrome de Prader-Willi
(PWS)!. Pocos afios mas tarde, en el
2001, debido a que el test genético era
facilmente reproducible permitiendo
el diagndstico en todos los casos de
PWS, y el diagndstico precoz es muy
importante para el manejo del paciente,
fue necesario modificar el consenso
anterior, simplificando los criterios
clinicos (tabla 1)

1.2. Manifestaciones clinicas

1.2.1. Hipotonia

Las manifestaciones clinicas
caracteristicas del PWS son las
siguientes:

La hipotonia prenatal resulta en la
disminucion del movimiento fetal,
posicion anormal del feto durante el
parto, y el aumento de la incidencia de
parto asistido o cesarea. El peso y la
longitud del recién nacido estan dentro
del rango normal, pero de un 15-20%
menor que sus hermanos®.

La hipotonia neonatal causa pocos
movimientos y letargia en el lactante,
llanto débil, los reflejos pueden estar
ausentes o disminuidos. En la mayoria
de los casos ocasiona dificultades para
la alimentacion debido la mala succion.
La hipotonia es de origen central y
mejora con el tiempo?.
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Tabla 1. Signos que difieren segtin la
edad del paciente y justifican realizar el
test genético para descartar el PWS.

Nacimiento hasta los 2 afios

Hipotonia con succién pobre (periodo
neonatal)

De 2 a 6 anos

La hipotonia con historia de succion
pobre
Retraso global del desarrollo

De 6 a 12 afios

Historia de hipotonia con succion
pobre (la hipotonia puede persistir)
Retraso global del desarrollo

Comer en exceso con obesidad central
si no se controla

De 13 afios a la edad adulta

Déficit cognitivo, discapacidad
intelectual leve

Comer en exceso con obesidad central
si no se controla

Hipogonadismo hipotalamico y/o

pacientes con PWS la DI es leve.

1.2.3. Hiperfagia

La hiperfagia, es un sintoma constante
en los pacientes con PWS, sino se
controla conduce a obesidad morbida,
responsable de los graves problemas de
salud en adultos PWS. Es interesante
constatar que se conocen mas fases
nutricionales de las dos clasicas (después
de dificultades para comer y falta de
aumento ponderal, aparece la hiperfagia
que conduce a la obesidad), un estudio
de Miller y colaboradores encontr6 que
la transicion entre las fases de nutricion
es mucho mas compleja, con siete fases
diferentes nutricionales (Tabla 2)>*.

Tabla 2. Fases nutricionales en PWS.

problemas de conducta caracteristicos

1.2.2. Retraso madurativo

En el 90% y el 100% de los nifios con
PWS, se observa retraso del desarrollo
motor (sedestacion 12 meses, marcha
libre 24 meses). El retraso de lenguaje es
comun en el PWS, las primeras palabras
pueden aparecer mas alla de los 4-5
afios y pueden expresarse con dificultad
no so6lo por la alteracion cognitiva
si no que también por la hipotonia
y las malformaciones anatdomicas
de los organos relacionados con la
producciéon oral. En general tienen
un lenguaje comprensivo superior al
expresivo y ello les genera frustracion
aumentando las dificultades de relacion
con sus compaifieros*. La discapacidad
intelectual (DI) se hace presente en
la edad escolar. En la mayoria de los

Edad -
Fases " Clinica
media
Disminucion de los
Prenatal- | movimientos fetales
0 | recién y menor peso al
nacido nacer que los her-
manos
Hilpotom'a con difi-
la | 0-9 meses | cultad para alimen-

tarse y poco apetito

Alimentacién y
apetito mejorado;

1b | 9-25m . ;
creciendo apropia-
damente
Peso creciente sin
2a 21-4,5 aumento del apetito
anos

0 exceso de calorias

Aumento del apetito
2b | 4,5-8 afios | y calorias, pero pue-
de sentirse saciado

3 | 8anos- Hiperfagia, rara vez
adulto se sienten saciados
4 | adulto Apetito insaciable
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La hiperfagia en el PWS parece
ser secundaria a una disfuncion
hipotalamica que resulta en falta de
saciedad. Son comunes las conductas
para la busqueda de alimentos. Tienen
una gran dificultad para vomitar, dato
importante de conocer en los servicios
de urgencias (ante una ingesta toxica en
estos pacientes realizar siempre lavado
gastrico).

La causa de la hiperfagia no es del
todo conocida. Se cree que existe una
alteracion a nivel hipotalamico, en el
nicleo arcuato, que es el centro del
hambre y la saciedad con un balance
de hormonas y péptidos mas hacia la
producciéon de hambre y la ausencia
de sefial de saciedad. En este nucleo
existen dos tipos bien diferenciados de
grupos neuronales que son modulados
por sefales periféricas procedentes
del tracto gastrointestinal. En estudios
post mortem en el PWS, se ha podido
observar una reduccion del nimero total
de neuronas (38%) y, concretamente,
de las que producen oxitocina (42%),
en el nucleo paraventricular. También
se han observado valores plasmaticos
elevados de GABA en comparacion con
sujetos control de la misma edad y peso
corporal, sin embargo los receptores
GABA-A hipotalamicos son normales’.
A nivel periférico, existen dos tipos
de sefiales de control del apetito, las
que informan al sistema nervioso
central acerca de cual es la adiposidad
del organismo como la leptina y
la insulina y las de saciedad como
el PYY, el polipéptido pancreatico
(PP), la colecistocinina (CKK), Ia
oxintomodulina y el glucagon-like
peptidel (GLP-1) secretados tras la

ingesta, que comportan el cese de la
misma®. Por Wltimo, la ghrelina, es
una sefial de hambre. El PWS es el
unico modelo de obesidad que cursa
con valores elevados de ghrelina que
disminuyen menos del que cabria
esperar tras la ingesta. No obstante si
se inhibe esta hormona, los pacientes
siguen teniendo hambre, lo que hace
pensar que el mecanismo no es unico
y es mucho mas complejo. Otras
hormonas como la leptina y la insulina
tampoco parecen candidatas a la
explicacion de la ausencia de saciedad.
La relativa hipoinsulinemia podria
contribuir aunque sélo levemente.
El PP es un péptido anorexigeno.
En individuos con PWS, los valores
basales de PP estin disminuidos, asi
como la respuesta postprandial, por lo
que esta alteracion podria contribuir a
explicar la hiperfagia de este sindrome.
Este péptido ya esta disminuido incluso
en nifios con PWS de menos de cinco
afios. El péptido YY se secreta en
todo el tracto gastrointestinal tras la
ingesta, particularmente en la porcion
final. En el PWS, este péptido esta
disminuido en ayunas y su pico
postprandial esta disminuido®’. Los
niveles de GLP-1 estan normales. No
existen estudios que hayan evaluado
los niveles de oxintomodulina. Existen
pocos estudios que evaliien CCK y con
resultados contradictorios®.

Faltan mas investigaciones para
entender qué alteraciones hormonales
subyacen en la génesis de la hiperfagia
en el PWSE,

A la obesidad también contribuye la
disminuciéon de gasto energético en
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reposo como resultado de disminucién
de la actividad y la disminucién de la
masa corporal magra (principalmente
musculos), en comparaciéon con
individuos no afectados’. La obesidad y
sus complicaciones son las principales
causas de morbilidad y mortalidad en
las personas PWS (Figura 1).

Figura 1: Fenotipo caracteristico del PWS
mostrando talla baja, obesidad, manos y pies
pequeiios.

1.2.4. Rasgos fenotipicos

Los pacientes con PWS presentan
rasgos faciales caracteristicos (frente
estrecha, ojos almendrados, labio
superior delgado y en tienda), asi
como manos y pies muy pequeflos.
La hipopigmentacion del cabello, los
ojos y la piel es comun en aquellos que
presentan PWS por delecion, debido a
la perdida de una copia del gen OCA2
(la alteracion de las dos copias del
gen da lugar al albinismo tirosinasa-

positivo) (Figura 2).

Figura 2: Fotografia de dos pacientes con PWS
por delecion 15qll-ql3. Puede apreciarse la
hipopigmentacion de la piel y en uno de los dos
incluso cabello

Es frecuente que presenten talla baja,
debida a una deficiencia de hormona
del crecimiento (GH), y desarrollo
puberal incompleto. Los pacientes con
PWS presentan déficit de GH en mas el
90% de los casos!®.

Elhipogonadismo se inicia en el periodo
prenatal, se observa hipogenitalismo
en el recién nacido, mas evidente
en varones, habrda un desarrollo
incompleto de la pubertad, y en el adulto
poca o inexistente actividad sexual e
infertilidad. El hipogonadismo no s6lo
es de origen central (hipotalamico) sino
que también coexiste hipogonadismo
primario tal y como se demuestra con
la ausencia de hipogonadotropinismo
en algunos casos y unos niveles de
inhibina B anormalmente baja en
ambos sexos''2.

1.2.5. Oftras alteraciones
endocrinolégicas

Hasta un 25% de las personas con PWS
presenta hipotiroidismo central®.

La presencia de insuficiencia



Capitulo 7: SINDROME DE PRADER-WILLI

suprarrenal central se ha demostrado
en el 60% de los nifios PWS, tras
la administracion de metirapona; la
insuficiencia suprarrenal se habia
relacionado con la muerte subita (alta
incidencia en PWS), especialmente
con cuadros infecciosos'. Estudios
posteriores han encontrado que la
funcion del eje hipotalamo-hipdfisis-
suprarrenal era normal, lo que sugiere
que la insuficiencia  suprarrenal
clinicamente significativa en el PWS es
rara'.

Hasta un 25% de los adultos con PWS
(particularmente aquellos con obesidad
importante) tienen diabetes tipo 2, con
una edad media de inicio de 20 afios.
El PWS no se asocia a una mayor
incidencia de DM tipo 1. Estudios con
resonancia magnética demuestran que
los pacientes con PWS presentan poca
grasa visceral en relacion a la gran masa
grasa periférica. Se ha descrito también
una disminucion de los receptores
de insulina. También presentan
relativamente menos insulinemia y
menos resistencia a la insulina que
sus homologos obesos sin PWS y se
cree que es debido a esta disminucion
relativa de la grasa visceral'.

1.3. Caracteristicas
conductuales

En el 70%-90% de las personas
con PWS, ya de pequeiios, se hace
evidente un perfil de comportamiento
caracteristico con rabietas, terquedad,
comportamiento manipulador,
compulsividad, y dificultad con el
cambio en la rutina. En un 19% se
observan caracteristicas de trastorno

espectro autista (TEA), también se
ha reportado trastorno por déficit de
atencion e hiperactividad (TDAH)®. Los
trastornos de conducta empeoran con la
edad y aumento de masa corporal, en
adultos se ha reportado de 10-20% de
casos con psicosis en pacientes PWS
por disomia o defecto del centro de
impronta's,

En los primeros afios (hasta edad pre-
escolar) muestran una conducta afable,
colaboradora, mostrandose risuefios
y contentos en su entorno aunque
con cierta letargia, relacionada con
la hipotonia. A partir de los 5 afios
aproximadamente (edad en la que
empieza el desarrollo madurativo
de la flexibilidad mental, entre otras
funciones cognitivas) hasta la pre-
adolescencia, esa conducta afectuosa
y moldeable pasa a ser mas rigida
e inflexible. Esta rigidez junto con
el incremento de pensamientos
perseverantes suele precipitar la
pérdida de control emocional (pasando
de lloros a chillidos y viceversa) hasta
poder manifestar conductas agresivas
(bien sea contra ellos mismos o contra
otros). Las dificultades de integracion
social empiezan a hacerse evidentes®.

En la adolescencia se les describe
conductualmente como caprichosos,
manipuladores, tercos, obstinados,
pudiendo aparecer (o incrementarse)
las conductas de hurto, generalmente
relacionadas con la comida o con dinero
para poder comprarla. La presencia
de pensamientos y verbalizaciones
perseverantes se incrementan y junto
con ello, las dificultades para marcar
los limites cada vez se hacen mas
evidentes.  Estas  verbalizaciones
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repetitivas suelen ser conductas poco
toleradas por el entorno (son molestas
para la persona que las escucha, suelen
aparecer cuando se les ha negado algo
y mantienen durante horas un tema que
deberia estar zanjado y que puede acabar
en explosion conductual).

En los adultos, las alteraciones
conductuales persisten y con ello
los altos niveles de frustracion por
desadaptacion  social  junto  con
sentimientos de inutilidad.

Uno de los problemas conductuales
mas frecuentes en el PWS son los
denominados tantrums o berrinches,
que suele iniciarse con pequefios signos
(morderse el labio, cerrar fuertemente
los ojos) seguido de un cambio en la
expresion facial mas marcado que da
lugar a los gritos, chillidos e insultos.
En la mayoria de los casos el ciclo
continia con la destrucciéon de objetos
y autoagresiones y/o heteroagresiones,
finalizando con lloros y sollozos.

El tipo de enfermedades mentales que
presentan las personas con PWS son las
mismas que observamos en la poblacion
general, sin embargo, las circunstancias
propias del sujeto y el nivel de
funcionamiento cognitivo puede alterar
la manifestacion de los sintomas. Asi,
se tiende a sobrestimar los trastornos
psicéticos, atribuyéndose a esta
categoria todos aquellos problemas de la
conducta cuya causa desconocemos, y a
despreciar los trastornos del estado de
animo, la ansiedad y de la personalidad
entre otros. Los datos relacionados con
el estudio recientemente finalizado
sobre la conectividad funcional cerebral
en las redes de motivacion para la

comida en pacientes adultos con PWS,
sugieren que el trastorno mental mas
prevalente es el Trastorno Obsesivo
Compulsivo (TOC). Asi, un 70%
presenta caracteristicas de TOC de
predominio compulsivo, seguido de los
trastornos del suefio (70%), del trastorno
psicético (20%), trastorno de ansiedad
generalizado (20%) y las fobias (10%)"".

En varios estudios se describe la
aparicion de episodios psicoticos agudos
en adultos jovenes con PWS'2, Estos
episodios generalmente son de inicio
stibito e incluyen sintomas depresivos.
Aunque la mayoria responden bien a
los psicofarmacos, algunos muestran
una tendencia a la desorganizacion del
pensamiento que persiste a lo largo
del tiempo. Descheemacker et al®
realizaron un estudio de seguimiento
durante 15 afios mediante un equipo
multidisciplinar, a 53 personas con
el diagnostico de PWS (31 nifios y
adolescentes y 22 adultos). Observaron
que las personas con Prader Willi que
manifestaban episodios psicdticos en la
adolescencia eran descritos en la infancia
como nifios activos y extrovertidos pero
manifestaban conductas del espectro
autista durante la primera etapa escolar,
con una discapacidad intelectual de
moderada a severa. Por otra parte, las
personas que desarrollaban trastornos
afectivos, eran descritos en su infancia
como nifios pasivos e introvertidos y,
presentaban un comportamiento menos
perturbado durante la primera etapa
escolar, con una capacidad intelectual
de normal a limite.

La presencia de sintomatologia afectiva
y ansiosa, también han sido descritas en
la literatura con elevada frecuencia®?’.
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Dykens y Cassidy?’, describieron que a
medida que se iban haciendo mayores
en edad, se observaba un aumento de la
angustia interna y la aparicion progresiva
de los sintomas depresivos, tales como
la retraccion social, el aislamiento, el
pesimismo, etc.

En la literatura se ha descrito que la
mayoria de las personas afectas de
PWS estan “obsesionadas”, en diferente
grado, por la comida. Cualquier articulo
sobre la psicopatologia en el sindrome
de Prader Willi, estaria incompleto sin
la mencién del trastorno en la comida.
La hiperfagia en este grupo de pacientes
implica una alteracion en la respuesta de
la saciedad?®.

Otras obsesiones y compulsiones no
relacionadas con la comida, observadas
en personas con PWS son: acumular
objetos, ordenar y clasificar objetos por
tamafios, colores o hasta que consideran
que “estan en su sitio”; necesitan decir
0 nombrar cosas (por ejemplo preguntas
repetitivas); preocuparse por la simetria
y exactitud; hacer y deshacer acciones
una y otra vez. Contrariamente a lo
observado en personas sin discapacidad,
raramente son causantes de malestar
o de ser “resistidas” por mecanismos
de autocontrol. A pesar de ello, y
visto el elevado nivel de irritabilidad
que comporta la no realizacion de
las mismas, creemos que pueden ser
consideradas formas atipicas de un
Trastorno Obsesivo Compulsivo y, por
tanto, beneficiarse de un tratamiento
cognitivo conductual y farmacologico
con Inhibidores de la Recaptacion de
Serotonina (ISRS) entre otros!’.

1.4. Otras caracteristicas
clinicas

Los pacientes PWS tienen mayor riesgo
de presentar problemas respiratorios
durante el suefio, asi como otros
trastornos del suefio. Los trastornos
respiratorios del suefio (TRS) que
pueden presentar son: apneas/hipopneas
obstructivas, apneas centrales,
hipoventilacion.  Otros  trastornos
del suefio que pueden presentar son
anormalidades en la estructura del
sueflo como inicio del suefio en REM
y excesiva somnolencia diurna; ademas
pueden presentar cataplejia (pérdida
del tono desencadenado por emociones
fuertes)®.

este trastorno es
multifactorial:  intervienen factores
anatomicos (via aérea  estrecha,
maxilares estrechos, paladar ojival,
hipertrofia ~ amigdalar,  obesidad.
También factores neuromusculares:
hipotonia,  cifoescoliosis,  patrén
restrictivo  pulmonar, también una
respuesta anormal a la hipoxia e
hipercapnia y un trastorno central del
control respiratorio.

La causa de

La sospecha debe confirmarse mediante
una polisomnografia. Esta prueba es
recomendable antes de empezar el
tratamiento con GH, al mes y medio,
a los 6 meses y al afio. También si
aparece aumento de peso importante o
nuevos sintomas sugestivos.

El estrabismo es frecuente al aparecer
en un 60%-70% de los pacientes PWS;
la displasia de cadera en el 10%-
20%°. La escoliosis es una patologia
frecuentemente asociada al PWS,
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con una prevalencia que varia segun
diferentes estudios del 30 al 70%,
varia en la edad de inicio y gravedad.
A diferencia de la escoliosis idiopatica,
afecta por igual a varones y a hembras
y es sobretodo lumbar o téracolumbar
tipo 5 y 6 segin la clasificacion del
sistema Lenke*. Es debida en parte a
la hipotonia y a la obesidad. Se suele
asociar a cifosis sobre todo si coexiste
obesidad. Algunos estudios asocian
el empeoramiento de la escoliosis al
tratamiento con hormona de crecimiento
(GH) aunque probablemente no se trate
mas que de su evolucion natural en la
mayoria de los casos y su cese no esta
justificado por esta razon?'. Hasta el 50%
de los individuos afectados pueden tener
infecciones respiratorias recurrentes.

Los individuos PWS presentan mas
riesgo para®:

e Osteoporosis debido a su baja
densidad mineral 6sea relacionada
con el déficit de hormonas sexuales
y de GH y también a su escasa
actividad fisica por su hipotonia
y obesidad®>. Los marcadores
de remodelado 6seo  estan
aumentados® y en consecuencia el
riesgo de fractura.

* Edema de piernas y ulceracion
(especialmente en los obesos)

*  Pellizcar la piel (skin picking)
*  Alteracion de la termorregulacion

*  Disminucioén del flujo de saliva,
saliva mas espesa

* En algin estudio se han descrito
defectos del esmalte dentario en
los pacientes con PWS y aparicién

frecuente de caries™.
¢  Convulsiones (en el 10% -20%)

En adultos, las complicaciones
relacionadas con la obesidad y la
cuestion de la autonomia personal

siguen planteando problemas
importantes>®3,
Diferentes estudios reportan

alteraciones en la neuroimagen de
individuos PWS, existe algin tipo de
anormalidad en el 67%, como puede ser
ventriculomegalia, cierre incompleto
insular, reduccion de la altura de la
hipofisis, entre otras™®.

Los problemas respiratorios y otras
enfermedades febriles fueron las causas
mas frecuentes de muerte en los nifios,
y los problemas cardiovasculares
relacionados con la obesidad y las
causas gastricas o la apnea del suefio
eran mas frecuentes en los adultos®’.

2. Manejo clinico de los
pacientes

El manejo de los pacientes afectos
del  Sindrome de  Prader-Willi
(PWS), requiere de una atencion
multidisciplinaria, debido a los
problemas nutricionales, médicos y
conductuales que presentan. Los padres,
la familia, asi como la participacion de
la sociedad son fundamentales para la
atencion integral de las personas con
PWS.

Enlosultimos afios hemos observadoun
avance muy significativo en el manejo
de los pacientes afectos de PWS,
especialmente con el uso de la hormona
de crecimiento y con las estrategias para
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prevenir la aparicion de la obesidad.
Los programas individualizados de
atencion precoz y escolar, asi como las
estrategias en el manejo de la conducta
han dado resultados muy positivos. No
obstante nos falta ain mucho camino
en el conocimiento de este trastorno
tan complejo, especialmente la causa
de la hiperfagia, un tratamiento
farmacologico de la misma seria de
gran utilidad para la prevencion de la
obesidad y seguramente para mejorar
la conducta.

2.1. Hipotonia

Se presenta en el periodo prenatal
con disminuciéon de los movimientos
fetales, posicion andmala del feto
(presentacion de nalgas). Por lo general
presenta necesidad de asistencia médica
al parto y aumento de cesareas

En los primeros meses, el lactante se
mueve poco, duerme mucho, el llanto
es débil y presenta dificultades para
aumentar de peso por una succion
débil. Serd necesario aumentar la
frecuencia de la toma de alimento, o
el uso de tetinas especiales o el uso de
sondas alimentarias en algunos casos,
esta sonda no suele ser necesaria mas
alla de los 4-6 meses, cuando inicie
la alimentacién con cuchara y tenga
mas fuerza. Por este motivo no se
recomienda el uso de botén gastrico
como primera opcion®®, Es importante
seguir con un control estricto para
recibir una adecuada nutricion, asegurar
una ingesta adecuada de grasa diaria
para el desarrollo cerebral es critico.

La hipotonia es de origen central.

Aunque mejora, va a persistir toda
la vida de forma leve a moderada.
Recomendamos programas de
estimulacion precoz y promover la
actividad fisica.

La escoliosis, va a ser el problema
ortopédico mas importante. Se
requiere un equipo multidisciplinar
con experiencia en el manejo de la
escoliosis asociada a enfermedad
neuromuscular y con el PWS.

2.2. Hiperfagia y obesidad

La hiperfagia es de origen hipotalamico
y hay una falta de la sensacion de
saciedad, conduciendo a una conducta
relacionada con la busqueda de comida.
La obesidad es central y resulta de
estas conductas combinadas con un
metabolismo bajo y una baja actividad
fisica. Las complicaciones de Ia
obesidad son las causas mas importantes
de morbilidad y mortalidad.

Es importante un buen consejo
nutricional; dado que el requerimiento
calorico es bajo, seguir dietas
restrictivas; control de vitaminas y
minerales, especialmente calcio y
vitamina D.

Se deberia monitorizar crecimiento
mensualmente hasta los 2 afos; cada
tres meses de 2 a 6 afios; cada seis
meses siempre.

En la actualidad, no existe ningun
farmaco especifico para el tratamiento
de la hiperfagia en el PWS. A veces,
dado su caracter obsesivo con la comida,
los farmacos inhibidores selectivos de
la recaptacion de serotonina, pueden



Enfermedades de impronta: guias de buena prdctica clinica

ser utiles (ej: fluoxetina). El topiramato
también ha demostrado cierta utilidad
sobre todo para estos rasgos de
obsesion. Existen fairmacos en fase de
estudio, como la ghrelina desacilada
que puede ser prometedor®. El manejo,
de momento, debe ser mas conductual
y de control del entorno para evitar el
acceso facil a la comida. La educacion
de la familia respecto a la conducta
alimentaria es muy importante para
obtener buenos resultados**!,

Se recomienda realizar ejercicio fisico.

No puede recomendarse el uso de la
cirugia bariatrica en estos pacientes
de forma generalizada, dado que los
resultados en cuanto a pérdida de
peso son menores que en obesos sin
PWS y se asocia a una elevada tasa
de complicaciones con una elevada
mortalidad a corto y a largo plazo.
No obstante, en caso de obesidades
extremas con comorbilidades graves
que comprometan la expectativa
vital del paciente a largo plazo, se
puede considerar la cirugia una
opcion valida. Seria preferible utilizar
técnicas malabsortivas y mantener
una vigilancia intensiva para detectar
las posibles complicaciones, asi como
un control dietético y un seguimiento
estrecho posterior para evitar la
reganancia ponderal®.

2.3. Talla baja

Sin tratamiento la talla media final es
de 155 cm hombres y 148 cm mujeres.
A la talla baja contribuye el déficit en
hormona de crecimiento y la falta de
brote puberal®.

Por tanto, los efectos beneficiosos del
tratamiento con GH son: aumento de la
talla final (aunque ésta seguira siendo
baja), mejoria de la composicion
corporal con disminuciéon de la masa
grasa y aumento de la masa magra,
disminucion de peso o de la relacion
peso-talla, mejoria del tono y la fuerza
muscular que se refleja por una mayor
capacidad en hacer actividades fisicas
(correr, ir en bicicleta, subir escaleras),
aumento del gasto energético en un
25%%. Desde el afio 2003 se afiade
alguna restriccion para su uso como la
presencia de obesidad severa (exceso
de peso/altura >200%) o problemas
respiratorios como las apneas del suefio
u obstruccion de la via aérea superior.
La dosis aceptada es de Img/m?/dia
(0,034 mg/Kg/dia)*.

Debe realizarse una polisomnografia
antes de empezar el tratamiento con
GH, al mes y medio, a los 6 meses y
al afio

Es necesario evaluar la existencia
de problemas previos al inicio del
tratamiento, asi como durante el
mismo para detectar precozmente su
empeoramiento o aparicion y poderlo
tratar. No es necesario suspender la
GH, so6lo disminuir la dosis en algunos
casos graves y ver evolucion*.

En los adultos con PWS, en nuestro
pais, no esta indicado el tratamiento
con GH.

2.4. Hipogonadismo

Elhipogonadismoeshipogonadotropico
y se manifiesta con hipoplasia genital,
desarrollo  puberal incompleto e
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infertilidad. La adrenarquia precoz
se observa en el 20% de pacientes; la
criptorquidia uni- o bilateral en el 80—
90% de los varones®.

Se  recomienda la intervencion
quirurgica durante el primer o segundo
afio de vida. Raramente se ha observado
degeneracion maligna testicular en el
PWS.

En la pubertad, se sugiere la
administracion de tratamiento hormonal
sustitutivo, para la prevencion de la
osteoporosis, tratamiento que hace
falta individualizar en cada paciente.
El tratamiento se suele iniciar a los
11-12 afios en las chicas y a los 12-
13 afios en los chicos. La decision
de tratar el hipogonadismo en las
chicas dependerd también del grado
de madurez e independencia, de la
capacidad de llevar una buena higiene
con la menstruacion y del grado de
comportamiento obsesivo que ésta les
genere. Los chicos adolescentes con
PWS se pueden tratar con dosis bajas
de testosterona transdérmica (gel o
parche, preferiblemente) con aumento
progresivo de dosis cada 3-6 meses para
conseguir unos niveles de testosterona
dentro de los limites bajos de la
normalidad. También se pueden tratar
con gonadotropina corionica (hCQG).
Este tratamiento provoca un aumento de
la produccion de su propia testosterona,
aumenta el volumen testicular y la masa
magra sin provocar cambios de caricter
ni agresividad’.

2.5. Desarrollo psicomotor

El retraso motor €s constante

consiguiendo la mayoria la sedestacion a
los 12 m y la marcha a los 24 m, también
es frecuente el retraso de lenguaje al que
contribuye los problemas fonatorios, el
retraso cognitivo se sita en el rango
de leve en la mayoria (CI: 60-70°). La
intervencién precoz con programas
individualizados (fisioterapia,
logopedia, habilidades sociales,...)
permite conseguir alguna mejoria.

2.6. Trastornos de conducta
y psiquidtricos

Hay un patron de conducta caracteristico
apartirde lainfanciaen formaderabietas,
rigidez, manipuladores, conductas
compulsivas, TEA (25%), TDAH,...5.
La educacion parental es muy importante
puesto que la intervencion sobre la
conducta va a depender de la habilidad
de los cuidadores para facilitarle un
entorno lo suficientemente estructurado
para que actiie como controlador de la
impulsividad, y en la habilidad para
dejar su mente estructurada de tal
forma que las dificultades cognitivas
no se conviertan en un obstaculo. Las
ultimos investigaciones sugieren que
una intervencion basada en la ensefianza
de estrategias a los cuidadores para no
permitir que el nifio con PWS establezca
rutinas, podria minimizar las explosiones
conductuales durante la adolescencia
y la etapa adulta. Se recomienda
atencion psicoldgica y, en algunos casos,
medicacion psicotropica.

El trastorno mental estd presente en
el 5-10% de los adultos jovenes®, por
lo que la evaluacion y el seguimiento
psiquiatrico son uno de los elementos
clave en el PWS.
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2.7. Alteraciones de la
respiracion

La debilidad muscular toracica, la
hipotonia, la disminucién del tono
muscular en la via aérea superior,
la obesidad y la escoliosis van a
ser factores que contribuyen a la
presentacion de apnea obstructiva
del suefio; apnea central del suefio;
ronquera; somnolencia durante el dia;
infecciones respiratorias de repeticion’.
La valoracion por los especialistas de
otrorrinolaringologia y/o neumologia,
el control de la obesidad y el estudio
del suefio mediante polisomnografia
permitiran controlar estas
manifestaciones.

2.8. Otras caracteristicas

Para el manejo de la osteoporosis se
recomienda:

* tratamiento con suficiente aporte
de calcio y vitamina D en la dieta
y si los niveles de vitamina D no
llegan a los deseados (>30 ng/
mL), se debe suplementar con esta
vitamina por via oral.

e actividad fisica.

* en la adolescencia el tratamiento
sustitutivo con hormonas sexuales
juega un papel crucial en el
mantenimiento de la densidad
mineral osea.

e El tratamiento con GH en la
infancia también es beneficiosa
en este sentido para mejorar la
hipotonia y asi poder contribuir a
aumentar la actividad fisica y en
consecuencia la masa osea.

* Enlaedad adulta, se deben realizar
controles anuales de calcio y
vitamina D en sangre y cada 2 afios
0 mas, una densitometria osea.

El tratamiento para el estrabismo es
igual al de la poblacion general

En el caso del manejo bucodental, ante
la presencia de saliva escasa y espesa:

¢ La higiene bucal es muy importante

¢ El uso de pasta dentifrica y otros
productos para la salivacion es
beneficioso.

* La ortodoncia generalmente se
hace necesaria y el tiempo de
duracion puede ser complicado
debido a su periodo de crecimiento
prolongado.

* Poca sensacion de sed, lo que
contribuye a la densidad elevada
de la saliva y les hace mas
propensos a deshidratarse en
épocas de temperaturas elevadas.
Es necesario educarles a tomar
agua regularmente durante el dia.

La disminucion de la sensibilidad
al dolor, se observa en muchos
nifios, el interés reside en que
problemas importantes pueden pasar
desapercibidos como por ejemplo una
fractura.

La termorregulaciéon puede no ser
normal, es mas frecuente la hipertermia
que la hipotermia, se observa en
enfermedades leves y durante las
anestesias. También puede observarse
sin causa aparente.

Presentan incapacidad para el vomito,
por ello la administraciéon de jarabe
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de ipecauana para provocar el vomito
tras una ingestion accidental no suele
ser efectivo y varias dosis producen
toxicidad.

El hurgarse las heridas es un trastorno
de conducta. Lo mejor es ignorarlo y
darle actividades en que necesite usar
las manos. Alternativamente, ponerles
ropa protectora. En algunos casos
puede llegar a requerir tratamiento
farmacolégico.

Para el despistaje de la diabetes se debe
realizar una determinacion de glucosa
en sangre venosa en ayunas, en la
analitica de rutina que se vaya haciendo
anualmente. La HbAlc también puede
ser util. No es necesaria la realizacion
de un test de tolerancia oral a la glucosa
si los dos parametros anteriores son
normales. El tratamiento de la diabetes
debe seguir las indicaciones de las
guias recomendadas por las sociedades
internacionales para el tratamiento de la
diabetes tipo 2 con obesidad*. El buen
control de la diabetes reduce el riesgo de
la aparicién de complicaciones cronicas
renales, retinianas y vasculares.

La HTA puede aparecer en un 38%
de los pacientes adultos'. No existen
datos sobre el farmaco de eleccidn, se
seguiran las pautas habituales segtin las
guias de HTA.

3. Diagnostico
diferencial

La clinica del PWS es muy rica y
variada, cambiando a lo largo de la
vida del paciente, seran muchos los
sindromes que pueden confundirse

con parte del fenotipo del PWS. La
evaluacion clinica por un experto,
es necesaria para indicar las pruebas
genéticas y evitar gastos innecesarios®.

3.1. Hipotonia neonatal

Ademas de los sindromes detallados a
continuacion, podemos encontrar casos
de sepsis neonatal o depresion sistema
nerviosos central.

3.1.1. Distrofia mioténica
congénita tipo 1 (MIM 160900)

Antes del nacimiento puede presentarse
con polihidramnios y movimientos
fetales reducidos; al nacer presentan
debilidad generalizada grave, hipotonia,
afectacion respiratoria y hasta en un
50% se observa pies equinovaros u
otras contracturas. La mortalidad por
insuficiencia respiratoria es alta, en
los que sobreviven la discapacidad
intelectual es comun (50-60%), hay
una mejoria importante de la funcion
motora, pueden andar, comer y respirar.
La causa reside en la expansion del
triplete CTG del gen DMPK por encima
de 1000 repeticiones®*.

Otras  neuropatias y  miopatias,
incluyendo la atrofia muscular espinal
(MIM 253300), en la mayoria de estas
situaciones se afiade a la hipotonia la
disminucién del trabajo respiratorio del
recién nacido, hecho no observado en
el PWSS.

3.1.2. Sindrome de Angelman
(MIM 105830)

Al nacer puede presentarse con hipotonia
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neonatal e hipopigmentacion de piel
y cabello, luego se hace evidente una
discapacidad intelectual grave, con
afectacion del habla, ataxia y fenotipo
conductual especifico con apariencia
feliz, carcajadas y facil excitabilidad. La
epilepsia y lamicrocefalia son comunes*’.

La causa del Sindrome de Angelman,
reside en la ausencia de expresion
de la copia materna del gen UBE3A4,
localizado en la region 15qll-ql2
(ver capitulo 6) sometida a impronta
genodmica, region cromosdémica comun
para los sindromes de Angelman y
Prader-Willi.

3.1.3. Sindrome X-Fragil
(MIM 300624)

Se caracteriza por discapacidad
intelectual moderada en varones y
leve en mujeres afectadas. El trastorno
de espectro autista es comun. EIl
diagnoéstico diferencial con el PWS
se plantea por la hipotonia neonatal
que pueden presentar®. Mas del
99% de los individuos con sindrome
de X fragil tienen una mutacion
por un aumento del nUmero de
repeticiones de trinucledtidos CGG
(normalmente>200) lo que provoca la
metilacion del gen FMRI y la ausencia
de la proteina FMRP.

3.2. Hipotonia en la infancia

3.2.1. Sindrome de Reft
(MIM 312750)

En la infancia, los trastornos
relacionados con MECP2 se pueden
presentar con hipotonia, obesidad, y

ginecomastia, asi como la discapacidad
intelectual. A partir de las edades de
seis a 18 meses, las nifias afectadas
entran en un corto periodo de falta de
progreso seguida de rapida regresion en
las habilidades lingiiisticas y motrices.
El sello distintivo de la enfermedad
es la pérdida del uso de las manos
con proposito y su sustitucion por
movimientos estereotipados repetitivos
de las mismas. Las personas afectadas
carecen de los problemas caracteristicos
de succién, hipogonadismo y la
apariencia facial de PWSS.

3.3. Discapacidad
intelectual, obesidad sin
hipogonadismo

3.3.1. Sindrome de Angelman
(MIM 105830)

Un subgrupo presenta obesidad, por
ello delante de un nifio con hipotonia
muscular, obesidad y discapacidad
intelectual, hay que diferenciar entre
las dos entidades®.

3.3.2. Sindrome X-Fragil
(MIM 300624)

Hay un pequefio grupo con hiperfagia y
obesidad aunque sin hipogonadismo*®-°,

3.3.3. Disomia uniparental
cromosoma 14 materna
(MIM 616222)

Se caracteriza por bajo peso al nacer,
hipotonia y retraso motor, dificultades
para la alimentacion. En el 49% hay
obesidad, y a diferencia del PWS
hay una pubertad precoz’! (para maés
informacion, ver capitulo 5)
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3.3.4. Albright hereditary
osteodystrophy (MIM 103580)

Comparten con el PWS la talla baja, la
obesidad, y el retraso intelectual, pero
no presentan hipotonia y la apariencia
facial caracteristica es diferente (ver
capitulo 8)°.

3.4. Discapacidad
intelectual, obesidad
con hipogonadismo

3.4.1. Sindrome de Bardet-Biedl
(MIM 209900)

Pertenece al grupo de las ciliopatias,
de transmision autosomica recesiva,

genéticamente heterogéneo, se
caracteriza por retinitis pigmentosa,
obesidad, disfuncion renal,

polidactilia, trastornos de la conducta
e hipogonadismo. Los avances
mediante secuenciacion de proxima
generacion (NGS) han permitido
identificar 17 genes que permiten
confirmar molecularmente al 80% de
los pacientes’.

3.4.2. Sindrome de Cohen
(MIM 216550)

El aspecto facial es muy caracteristico
con fisuras palpebrales oblicuas
hacia abajo, surco nasolabial corto,
grandes incisivos centrales, dedos
afilados, y discapacidad intelectual. La
microcefalia, la retinopatia pigmentaria
progresiva, la miopia severa y la
neutropenia intermitente también estan
presentes. Se debe a mutaciones en
el gen COHI de herencia autosémica

recesiva. Muy frecuente en la
La obesidad,

aunque se menciona con frecuencia

poblacion finlandesa.

como un hallazgo caracteristico, es
insignificante’.

3.4.3. Sindrome de Borjeson-
Forssman-Lehmann (MIM 301900)

Se caracteriza por déficit cognitivo
severo, epilepsia, hipogonadismo,
marcada obesidad, hipotonia infantil,
falta de crecimiento y baja estatura.
Se distingue por la severidad de Ia
discapacidad intelectual, la presencia
de nistagmus, y la apariencia facial
caracteristica con prominentes arcos
superciliares, ptosis y los ojos hundidos.
Se debe a mutaciones en el gen PHF6
localizado en el cromosoma X, la
herencia es ligada al cromosoma X.
Las mujeres portadoras por lo general

no se ven afectadas o muy poco.

3.4.4. Sindrome de Alstrom

(MIM 203800)

Es un trastorno autosémico recesivo
caracterizado por una distrofia de
conos y bastones progresiva que

conduce a ceguera, hipoacusia

obesidad
hiperinsulinemia y diabetes mellitus

neurosensorial, infantil,
tipo 2 asociada a acantosis nigricans,
discapacidad intelectual en el 50%
de los individuos. En el 70% de los
casos hay miocardiopatia dilatada. La
enfermedad renal grave aparece en el
adulto. Mutaciones en el gen ALMSI3.
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3.5. Alteraciones
cromosomicas en
individuos con fenofipo
PWS-like

Se han identificado las siguientes
alteraciones cromosomicas en pacientes
con fenotipo similar al del PWS: del
1p36; del 2q37.3; del 6ql6.2; del
3q27.3; del 10q926; dup 3p25.3.3p26.2;
dup Xq27.2-ter

4. Alteraciones
genéticas asociadas

El Sindrome de Prader Willi (PWS)
estd causado por anomalias genéticas
que afectan a la expresion de genes
de la copia paterna de la region
cromosomica 15q11-q13. Esta region
se halla regulada por el mecanismo de
la impronta genémica, ello conlleva
a que la ausencia de expresion de los
genes de origen paterno no pueda ser
complementada por estos mismos
genes de origen materno debido a que
se encuentran silenciados por factores
epigenéticos>>*,

4.1. Region cromosdmica
15q11-q13

La region 15q11-q13, con una longitud
de alrededor 6Mb, se encuentra
flanqueada por duplicones, secuencias
de repeticion de corta longitud, que
originan tres puntos de rotura (BP:
break points) comunes, dos proximales
(BP1 y BP2) y uno distal (BP3). Esta
region se puede dividir virtualmente en
tres partes de acuerdo con los puntos de

rotura. La region proximal sin impronta,
entre BP1 y BP2, contiene cuatro
genes de expresion biparental, NIPAI,
NIPA2, CYFIPI y GCP5. Laregion con
dominio de impronta ocupa 4Mb, entre
BP2 y BP3, contiene cinco genes de
expresion paterna, MKRN3, MAGEL?,
NDN, Cl5orf2 (expresion paterna en
tejido cerebral fetal)™® y SNURF-
SNRPN (Upstream Reading Frame-
Small  Nuclear  Ribonucleoprotein
Polypeptide N) que incluye varios
small  nucleolar-RNA  (snoRNAs),
SNORDG64, SNORD107, SNORDI0S,
SNORD1094, SNORD109B,
SNORDI116 y SNORDII5; y dos
genes UBE3A y ATP10 de expresion
materna (Figura 3A). La expresion
monoalélica de UBE3A es especifica
de algunas regiones del cerebro y
cerebelo y en el resto de tejidos es
bialélica (Figura 3B). La region distal
sin impronta, entre BP2 y BP3, incluye
genes de expresion bialélica, como las
tres subunidades de los receptores del
acido gammaminobutirico (GABRB3,
GABRA5 y GABRG3), OCA2 (gen
del albinismo oculocutaneo tipo II) y
HERC?2® (Figura 3A'y 3B).

4.2. El centro regulador de la
impronta en 15q11-q13

El IC de Ila region cromosémica
15q11-q13 presenta dos regiones
criticas que son necesarias para
el cambio de impronta en la linea
germinal. La primera, de 4,3 kb
denominada PWS -Smallest Region of
deletion Overlap (PWS-SRO), incluye
la region promotora y el exon 1 del
gen SNURF-SNRPN y se ha definido
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Figura 3: Esquema de la region cromosomica 15q11-q13 y patron de expresion de los genes contenidos en
esta region en (A) determinadas regiones del cerebro y cerebelo y (B) en el resto de tejidos. Se representan
el cromosoma 15 paterno (parte superior de la figura) y el cromosoma 15 materno (parte inferior de la figura)
y se indica la region de 2 Mb regulada por impronta gendémica. Las dos regiones AS-SRO y PWS-SRO
que constituyen el IC se indican en recuadros blancos enmarcados con linea rosa y azul, respectivamente.
Recuadros azul: genes de expresion paterna; recuadros rosa: genes de expresion materna; recuadros negros:
genes de expresion bialélica; lineas verticales en azul: snoRNAs contenidos en el transcrito SNURF-SNRPN;
flechas horizontales: orientacion de la transcripcion; en blanco enmarcados con lineas discontinuas de color
atenuado: genes no expresados en uno u otro cromosoma; lineas discontinuas verticales en azul: snoRNAs
no expresados en el cromosoma materno; lineas negras verticales discontinuas: BPs mas frecuentes; lineas
grises verticales discontinuas: BPs menos frecuentes. Circulos negros: metilacion del DNA.




Enfermedades de impronta: guias de buena prdctica clinica

por el solapamiento de deleciones
presentes en el IC en familias PWS. La
segunda, de 880 pb llamada Angelman
Syndrome-Smallest Region of deletion
Overlap (AS-SRO) es la regién comun
delecionada en familias con AS. En
el cromosoma 15 materno, el IC de la
region cromosomica 15q11-ql3 esta
metilado causando la inactivacion
de los genes de expresion paterna y
permitiendo por tanto la expresion de
UBE3A4, mientras que en el cromosoma
paterno la expresion del largo transcrito
SNURF-SNRPN de mas de 600kb se
inicia en el exon 1 de SNURF y se
extiende hasta UBE3A4, impidiendo
la transcripcion de UBE3A4 en el
cerebro®¢! (Figura 3A). A diferencia
de los genes de expresion paterna y
del gen ATP10A de expresion materna,
la expresion materno-especifica de
UBE3A en el cerebro no se regula
mediante  metilacion del DNA.
Diversos trabajos demostraron que el
silenciamiento de la copia paterna de
este gen en el cerebro es consecuencia
de la expresion antisentido de este largo
transcrito®®** (Figura 3A).

E1 PWS se ha considerado un sindrome
genémico o multigénico causado
por la pérdida funcional de los genes
sometidos a impronta, con expresion
paterna. Sin embargo, en la actualidad
se ha demostrado que el gen SNORD 116
es determinante en el desarrollo de las
caracteristicas principales del fenotipo
PWS® aunque no se descarta que
otros genes adicionales como MAGEL?2
puedan contribuir®”%®. Muchas de las
manifestaciones del PWS son causadas
por una deficiencia funcional del
hipotalamo®, pero atin no se conoce

bien su relaciéon con los genes criticos
del PWS de la region con impronta.

El gen MKRN3 codifica una proteina
con dedos de zinc RING (C3HC4)
y diversos dedos de zinc C3H, por
lo que se le predice una posible
funcion de  ribonucleoproteina’.
La sobre-expresion del gen NDN
en experimentos in Vitro provoca
supresion de la proliferacion celular,
sugiriendo un papel en la promocion
de la diferenciacion y la supervivencia
de neuronas postmitéticas’’. MAGEL2
codifica una proteina de la familia
MAGE (Melanoma Associated Antigen)
implicada en las vias de sefializacion de
la modulacién y degradacion proteica,
citoesqueleto y transcripciébn con
expresion en neuronas. Recientemente,
se han descrito mutaciones puntuales
en el gen MAGEL? del cromosoma
paterno en cuatro pacientes con distintas
caracteristicas de PWS y autismo.
Entre ellos hay un caso de PWS tipico y
el resto presentan varios de los criterios
clinicos frecuentes, como la hipotonia
neonatal, dificultades de alimentacion,
hiperfagia, hipogonadismo y
discapacidad intelectual®.

El gen mas complejo es el locus
SNURF-SNRPN, es policistronico ya
que codifica dos polipéptidos ademas
de formar parte del IC de la region
15q11-q13 y contener los snoRNAs
codificados en regiones intronicas de
esta compleja unidad de transcripcion.
Los exones 1-3 codifican para SNURF
de funcién desconocida y los exones
4-10 codifican para la proteina
SmN implicada en el splicing del
mRNA en el cerebro”. Los distintos
snoRNAs presentan una copia Unica a
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excepcion de SNORD 115y SNORD116
que presentan multiples copias en
tandem. En general los snoRNA
estan involucrados en la modificacion
del ARN ribosémico’™’* aunque se
desconoce las dianas sobre las que
actian y en la regulacion génica.” Este
largo transcrito también contiene en la
region distal exones [PW alternativos
(IPW116 y IPWII15) especificos de
neuronas’®’”’.

Como hemos mencionado, se ha
podido acotar que el gen SNORDI116
es un factor clave en la etiologia
del PWS. Se han descrito distintas
translocaciones reciprocas que
implican al gen SNORDI16™ y tres
casos con microdeleciones (175-236kb)
que incluyen dicho gen%%7. TLos
tres pacientes presentan los criterios
clinicos tipicos del PWS, como Ia
hipotonia, hipogonadismo, problemas
de alimentacion en la infancia,
hiperfagia a los dos afos, discapacidad
intelectual y problemas de conducta.
Sin embargo, también manifiestan
otras caracteristicas atipicas como
una clevada talla en el percentil 95,
perimetro craneal por encima del rango
normal, o sin el gestalt facial de PWS.
En cuanto a SNORDI15 parece poco
probable que regule el procesamiento
del pre-mRNA del receptor de
serotonina (SHT2C) como se habia
reportado hasta el momento®.

4.3. Mecanismos moleculares

Los mecanismos moleculares
principales que originan el PWS son
tres:

* Delecion de la region 15q11-q13
(Figura 4A) en el cromosoma 15
de origen paterno, se encuentra
en la mayoria de los casos
(65-75%). Incluye el dominio
completo con impronta y otros
genes sin  impronta®®.  La
delecion es bastante comun,
ocurre en una frecuencia cerca
del 1/10000 recién nacidos y se
produce como consecuencia de
una recombinacion homologa
desigual entre los bloques de
secuencias repetitivas de 250-
400kb que definen los puntos de
rotura comunes. Hay dos tipos
de deleciones, la delecion tipo 1
(BP1-BP3) de mayor longitud,
alrededor de 6Mb, se encuentra
en el 60% de los casos y la
delecion tipo 11 (BP2-BP3) con
una longitud alrededor de 4Mb
en un 30%. En pocas ocasiones se
han reportado deleciones atipicas
de mayor longitud que pueden
extenderse hasta puntos de rotura
mas distales, BP4 o BP5%.

* Disomia uniparental materna
[UPD(15)mat] (Figura 4B), los
dos cromosomas 15 proceden de
la madre y ninguno del padre,
ocurre en el 20-30% de los
casos. A menudo se origina por
una no disyunciéon meidtica, que
puede incrementarse con la edad
materna, dando lugar a un oocito
disémico para el cromosoma
15, después de la fertilizacion el
embridn trisomico puede ser letal
a menos que haya una pérdida
del cromosoma 15 paterno post
zigdtica. Este proceso llamado
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Figura 4: Esquema de las causas genéticas del PWS: (A) Delecion 15ql1-q13 en el cromosoma 15
paterno; (B) UPD(15)mat; (C) Defecto de impronta por anomalia epigenética (ausencia de metilacion) en el
cromosoma 15 paterno; (D) Defecto de impronta por delecion del PWS-SRO en el cromosoma 15 paterno.

rescate de la trisomia ha sido
bien documentado durante el
diagnostico prenatal, detectandose
un mosaicismo para la trisomia 15
confinado a placenta®*. Existen
otros mecanismos mas raros que
pueden producir una UPD(15)
mat por isodisomia en donde
todos los genes son idénticos. Se
forma a partir de una nulisomia
del cromosoma 15 causada por no
disyunciéon meidtica seguida de
una duplicacién post zigotica, por
una translocacion robertsoniana,
por un isocromosoma O COMO
consecuencia de cromosomas
marcadores extras®”$8,

* Defecto de la impronta (Figura
4C), ocurre en el 1-3% de los
casos. En este caso estan presentes
los cromosomas de origen materno
y paterno pero se ha establecido
una impronta genémica incorrecta.

El cromosoma paterno lleva una
impronta materna silenciando los
genes de expresion paterna en la
region 15q11-q13. La mayoria de
los defectos de impronta (85%)
son ocasionados por errores
epigenéticos. No se han encontrado
cambios en la secuencia del DNA,
y posiblemente se deba a un
error en el proceso de borrado de
la impronta materna durante la
espermatogénesis en el padre®.
El mosaicismo somatico es raro,
solo hay tres casos reportados, y
posiblemente resulta de un error
post zigotico. En el 15% restante el
defecto de impronta se origina por
pequeiias deleciones (7.5-100kb)
en el IC, PWS-SRO (Figura 4D).
Son familiares en el 50% de los
casos transmitiéndose a través
del padre no afectado portador
de la delecion en el cromosoma
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materno. La delecion no permite
restablecer la impronta paterna’®,

Con una frecuencia muy baja <1% la
causa puede ser una reorganizacion
cromosomica que afecte la region
15q11-q13 con alteracion de Ila
expresion paterna del gen SNURF-
SNRPN.

4.4. Modelos animales

La creacion de modelos animales ha
sido de gran ayuda para conocer las
implicaciones de los distintos genes
en el amplio espectro fenotipico del
PWS. Asi, modelos de raton con déficit
de cada uno de los genes principales,
Snrpn-1C, Necdin, Magel2 y Snordl16
permiten confirmar que el fenotipo
PWS es causado por la pérdida de
expresion de varios genes y no de
uno solo®. Por ejemplo, ratones
mutantes para Snrpn-IC son pequefios
e hipoténicos al nacimiento, con
retraso de crecimiento, retraso mental
y problemas conductuales®!. Ratones
con déficit de Necdin muestran un
incremento del rascado de la piel y,
alteraciones en el centro respiratorio
que inducen un cambio de la frecuencia
respiratoria con aparicion de apneas
frecuentes y una respuesta menguada
a la hipoxia, comportamiento similar
a la de neonatos con PWS?2. En
ratones Magel? hay una disfuncion
del eje hipotdlamo-pituitaria con
una disminucién de las neuronas
productoras de oxitocina que se
relaciona con los problemas de succion
en el neonato, ansiedad en el adulto y
conducta anémala®. Los ratones con
delecion de Snordl16 presentan un

retraso de crecimiento significativo
que no es debido a un déficit aparente
de la hormona de crecimiento. Podria
tratarse de un efecto secundario a la
desregulacion del hipotdlamo que
generaria el fenotipo conductual de
hiperfagia debido a una insensibilidad
a la saciedad, consistente con niveles
elevados de ghrelina®.

Los estudios de expresiéon génica
estan evidenciando la importancia de
SNORI116. Andlisis de Snordll6 en
tejido diseccionado de hipotalamo
de raton mediante hibridacion in situ
y PCR cuantitativa determinaron
que la regién que controla la ingesta
de alimentos y regula el equilibrio
energético es el nucleo arcuato. Estos
resultados apoyan que Snord116 pueda
estar relacionado con los sintomas del
trastorno del apetito y la obesidad®.
Por otro lado, la cuantificacion de la
expresion de genes codificantes y no
codificantes (microRNA y snoRNA)
en células linfoblastoides de pacientes
PWS y pacientes con obesidades de
distinta etiologia, pone de manifiesto
que en el PWS hay menos genes con
expresion alterada respecto a las
otras entidades. Esta disminucion
de la expresion corresponde a los
transcritos de SNRPN (PARI, IPW y
SNORD116)°%7. Recientemente se ha
observado que la estructura funcional
de SNORDI116, un long non coding
RNA (IncRNA), regula la transcripcion
de genes importantes implicados en
la transcripcion y en el metabolismo
diurno. Es interesante la observacion
de que la pérdida del /ncRNA altera la
homeostasis de la energia circadiana
en ratones con Snord delecionado®. En
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este sentido, muchas de las hormonas
hipotalamicas muestran una relacion
con el ritmo circadiano.

Un aspecto muy significativo es la
reduccion del numero de neuronas
productoras de oxitocina  (42%)
en los nucleos paraventriculares y
supradpticos del hipotalamo®. El
modelo de ratén deficiente en el gen
Magel? muestra que la alteracion
de oxitocina desde el nacimiento
provoca cambios anatomicos y
funcionales con consecuencias a largo
plazo en aspectos conductuales del
reconocimiento e interacciéon social
y de las habilidades de aprendizaje.
Toda esta informacion demuestra que
la oxitocina estd claramente implicada
en el fenotipo, iniciandose tratamientos
en animales y en humanos. La
respuesta a la administracion diaria de
oxitocina durante la primera semana
del nacimiento fue impedir la aparicion
de problemas conductuales en modelos
animales. Ello ha sugerido que el
tratamiento con oxitocina en el periodo
critico del desarrollo del cerebro
puede ser una nueva aproximacion
para la terapia del trastorno del
neurodesarrollo'®!°!, Ensayos clinicos
con administracion de oxitocina
intranasal obtienen resultados dispares.
En el primero ensayo, se trataron con
una unica dosis a 24 pacientes con
una edad media de 24 afios y parece
que algunos aspectos mejoraron tales
como la confianza en los otros, menor
tristeza y disminucion de la conducta
disruptiva!®?, Mientras que en el segundo
ensayo no se observo ningun efecto en
30 pacientes de 12 a 30 afios tratados
con la misma dosis del ensayo anterior

en dos tandas durante 8 semanas'®. Son
necesarias mds investigaciones para
explorar el sistema de administracion
de la oxitocina y es conveniente iniciar
el tratamiento mas precozmente.

Los avances en el conocimiento de la
historia natural y los datos recientes
en genética, acotando los genes mas
relevantes, abren nuevas perspectivas
para entender la disfuncion metabolica
y endocrina y posiblemente la via para
tratamientos de terapia génica.

5. Estudios moleculares

El conocimiento de la causa genética
del PWS es imprescindible para poder
orientar un pronostico clinico, iniciar el
tratamiento con hormonade crecimiento
y ofrecer un consejo genético ya que el
riesgo de recurrencia varia en funcion
del mecanismo etiologico. En el afio
1996, la American Society of Human
Genetics  (ASHG), conjuntamente
con el American College of Medical
Genetics (ACMG), ya propusieron
las aproximaciones necesarias para
el diagnostico del AS y del PWS!*,
El algoritmo inicialmente propuesto
se ha completado de acuerdo con el
desarrollo y mejora de las técnicas
moleculares. Frente a la sospecha
clinica del PWS y teniendo en cuenta
la frecuencia de las diferentes causas
genéticas, es recomendable iniciar
el estudio molecular analizando la
metilacion del DNA del IC de la region
cromosomica 15q11-q13.

El test de metilacion permite confirmar
el diagnostico de PWS en casi el 100%
de los casos. Ademas diferencia el
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PWS del AS, siendo ello importante
para algunos casos de Angelman
diagnosticados clinicamente de Prader
Willi por presentar caracteristicas
clinicas similares como la hipotonia,
dificultades en la alimentacion, retraso
del desarrollo y obesidad'®1%,

* Los estudios de metilacion
del DNA permiten valorar el
patron de metilacion en las islas
CpG de las region promotoras
diferencialmente metiladas de los
genes SNURF-SNRPN y NDN,
no metiladas en el alelo paterno
y metiladas en el alelo materno
(Figura 3A y 3B). El patron de
metilacion caracteristico del PWS
se identifica por la presencia del
alelo metilado (materno) y ausencia
del alelo no metilado (paterno).
Con ello se identifican el 99% de
los casos PWS, aquellos causados
por una deleciéon de la region
15q11-q13, por una UPD(15)mat
o por un defecto de impronta (ver
Figuras 4A-4D). La aplicacion de
técnicas complementarias permite
diferenciar entre estas etiologias.

Los estudios de metilacion del
DNA se basan en la aplicacion de
la técnica de MLPA especifica de
metilacion,  Methylation  Specific-
Multiplex Ligation-dependent Probe
Amplification (MS-MLPA) o bien en la
amplificacion por PCR especifica de
metilacion, Methylation Specific-PCR
(MS-PCR):

- MS-MLPA, es el método de
eleccion debido a las ventajas
que presenta el poder analizar
varias causas genéticas con una

unica metodologia. Permite la
identificacion de la metilacion
de dos genes, SNURF-SNRPN
y NDN, a la vez que detecta
cambios en el nimero de copias
de numerosos loci de la region
cromosomica 15q11-q13, desde
el gen TUBGCPS hasta APAB2,
de manera semicuantitativa!®’!%,
El kit comercial ME028 de MRC
Holland, contiene 32 sondas
especificas de la region critica
15q11-ql3 y 14 sondas control
de fuera de la region (cromosoma
15 y otros cromosomas). Se
pueden  identificar  distintas
deleciones: tipo I, tipo II, y
entre las atipicas la tipo III que
incluye el gen APBA2 y aquellas
de menor tamafio que contienen
al gen SNORDII6. Asimismo,
algunas de las sondas internas
se disefian complementarias a
la region AS-SRO del IC a fin de
poder cuantificar la dosis génica
e identificar posibles deleciones
que afecten Unicamente a la
region AS-SRO del IC. Ademas,
es posible identificar la metilacion
en solo un alelo (patron normal),
o metilacion en los dos alelos
(patron caracteristico del PWS) o
ausencia de metilacion (patron de
caracteristico del AS).

Con un resultado indicativo del
100% de metilacion y la mitad
del numero de copias de los
loci dentro de la regiéon critica
15q11-q13 respecto al control, es
posible concluir que la delecién
de laregion 15q11-g13 es la causa
del PWS. La presencia de la mitad
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de copias en la region PWS-SRO
y una dosis normal en el resto
de sondas internas de la region
15q11-q13, permite concluir
que el PWS esta causado por un
defecto de impronta resultante de
delecién en el IC. Si se obtiene
un nimero de copias normal en
todos los /oci analizados dentro de
la region 15q11-q13 y un patron
de metilacién compatible con el
PWS debe realizarse un estudio
de microsatélites (polimorfismos
del DNA) para diferenciar el PWS
causado por una UPD(15)mat de
un defecto de impronta causado
por un error epigenético de novo
(Figura 5). Al tratarse de una .
técnica cuantitativa, la MS-MLPA
permite la identificacion del
defecto de impronta en mosaico.

- MS-PCR, para la deteccion de
la metilacion del gen SNURF:
un resultado positivo de PWS
se identifica con la presencia
de una banda de amplificacion
especifica del alelo materno
metilado y ausencia de la banda
de amplificacién correspondiente
al alelo paterno no metilado. Para
determinar la etiologia el estudio se
debe proseguir mediante técnicas
complementarias. La sensibilidad
de deteccion de ambos alelos es
importante para poder detectar
defecto de impronta en mosaico
con el disefio de oligonucledtidos
adecuado®.

La técnica de FISH (Fluorescent
In Situ Hybridization) con sondas
especificas de la region, permite
identificar la delecion de la region

Sospecha clinica d
PWS

——

Delecién 15q11q13] Defectf)limpronta
(deleciéon centro

impronta)

Estudio familiar ‘

Tipo |, Il, atipica

Cariotipo

Estudio
microsatélites

Defecto impronta

Disomia
uniparental
materna

epigenético

Figura 5: Algoritmo diagnostico del PWS mediante MS-MLPA como técnica de analisis del patron de
metilacion y de deleciones. El algoritmo se completa mediante el analisis de microsatélites.

@
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15q11-q13. En la actualidad
la técnica de microarray de
hibridacion gendémica comparada
(aCGH), utilizada en genética
clinica para el analisis de variantes
de ntimero de copias (deleciones
y duplicaciones), permite
diagnosticar los distintos tipos de
delecion tanto las comunes como
las atipicas y conocer su tamao.

* Para el andlisis de microsatélites
se utilizan distintos loci internos
de la region 15q11-q13 y externos
a la misma. Esta técnica permite
diferenciar si ambos cromosomas
15 provienen del mismo origen
parental (dos Cromosomas
maternos) o de origen biparental
(cromosomas materno y paterno).
Cuando el PWS es causado por
una UPD(15)mat, esta puede ser
por heterodisomia (los dos alelos
maternos) o por isodisomia (el
mismo alelo duplicado). Los
microarrays de alta densidad
con polimorfismos de nucleoétido
unico (SNP) pueden proporcionar
informacion sobre la presencia de
isodisomia, ademas de informar
sobre las deleciones. Sipreviamente
se ha descartado la delecion del IC,
se tratard de un caso esporadico por
un defecto de impronta epigenético.

6. Correlacion
genotipo-fenotipo

La expresion clinica de los pacientes
con Sindrome de Prader-Willi es
heterogénea, afecta a multiples sistemas
y la mayoria de las afectaciones estan

relacionadas con una disfuncion
hipotaldmica. Segun el mecanismo
genético, las caracteristicas clinicas
pueden variar en severidad y en
frecuencia de presentacion.

6.1. Delecion en 15q11

Los pacientes con delecion son los que
presentan el fenotipo maés grave ya
que se ha perdido un gran fragmento
de ADN donde, ademas de los genes
asociados con el PWS y regulados por
impronta gendmica, se encuentran otros
genes. Una sola copia de estos otros
genes explicaria que los pacientes con
delecion de tipo I, la de mayor tamafio,
presenten mas problemas psicologicos,
de comportamiento, menor habilidad
en la lectura, matematicas e integracion
visual motora que los pacientes con
delecion de tipo II. La diferencia entre
estas dos deleciones es un fragmento
de aproximadamente 500Kb, distancia
entre el BP1 y el BP2, en la que se han
localizado los genes, NIPAI, NIPA2,
CYFIPl y GCP5, no regulados por
impronta, que estarian implicados
en las diferencias fenotipicas entre
los pacientes con delecion de tipo 1
respecto a las otras causas genéticas'®.

En los pacientes con delecion, el
coeficiente intelectual es ligeramente
mas bajo, en cambio la habilidad por
los rompecabezas es mayor que el
grupo con UPD(15)mat. La conducta
de rascarse la piel, agresion, hiperfagia,
asi como un umbral alto para el dolor
y alteraciones articulares son mas
frecuentes y severas en los pacientes
con delecién'®, Comparando los casos
con delecion tipo 1y delecion tipo 11
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se encuentran pequeias diferencias
con un comportamiento adaptativo
peor, mayor compulsividad y menor
habilidad intelectual en las de tipo
I''". Estas diferencias se deben a los
genes no regulados por impronta
genodmica, incluyendo el gen CYFIPI
que esta implicado en el desarrollo
y mantenimiento de las estructuras
neuronales!'?, También se ha descrito
una mayor severidad de los problemas
conductuales y psicologicos con
comportamiento obsesivo-compulsivo
y un déficit mayor en las habilidades
adaptativas en los casos con delecion
tipo I respecto a los casos con delecion
tipo IT 0 UPD(15)mat!'>-!"4,

De acuerdo con la mayoria de estudios
publicados la hipopigmentacion esta
asociada a los casos con delecion por la
pérdida del locus P (Pink eye dilution)
localizado distalmente en la region
critica del albinismo oculocutaneo
tipo II (OCA2). Hasta un 27% de
los pacientes pueden no presentar
hipopigmentacion, la delecion del locus
P seria necesaria pero no suficiente para
producir hipopigmentacion en el grupo
de pacientes con delecion'’.

Dykens et al,''® compararon a 23
personas con PWS debido a UPD(15)
mat emparejados por edad y sexo
con 23 pacientes con PWS debido
a delecion paterna. Observaron que
los pacientes con delecion paterna
mostraban mayores puntuaciones en
conductas mal adaptativas, niveles
significativamente mayores de
problemas y mayor estrés en relacion
a las conductas compulsivas. Asi
como, estaban mas aislados, comian
con mayor exceso, mostraban mas

conductas de acaparamiento y
acumulacion, presentaban onicofagia
y, eran mas propensos a estar de mal
humor y a pellizcarse. Symons et al.,'"’
también reportaron que los pellizcos a
la piel eran mas frecuentes en el grupo
de pacientes con delecion paterna.

Torrado et al., evaluaron los desordenes
del  suefio  mediante  estudios
polisomnograficos  en  pacientes
PWS, mostrando que el grupo de
pacientes con delecion presentaban
mas desaturaciones > 10% asociadas

a eventos centrales (apnea/hiponea
central)'®>,

Se han descrito un 8% de deleciones
atipicas, de menor o mayor tamafio, que
podrian dilucidar el papel relevante de
algunos genes de la region 15q11.2!8,
Se ha reportado un paciente con una
delecion de SNURF-SNRPN en mosaico
que ha permitido corroborar que el gen
SNORD116 tiene el rol mas importante
en la patogénesis del PWS!,

6.2. Disomia

En los pacientes con UPD(15)mat,
a diferencia de los pacientes con
delecion, no ha ocurrido la pérdida
fisica de ADN, sino la pérdida
funcional de genes regulados por
impronta genémica que se encuentran
silenciados por metilaciéon. Otros
genes dentro de esta regién no se ven
afectados y su expresion biparental
o doble dosis puede explicar una
manifestacion ligeramente moderada
del fenotipo'®.

Los individuos con UPD(15)mat
presentan problemas de alimentacion
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de menor intensidad, un mayor
coeficiente intelectual verbal y mayor
habilidad para el calculo numérico'?!.
Los pacientes con UPD(15)mat y
con defecto de la impronta a menudo
desarrollan trastornos psiquiatricos,
psicosis  afectiva  (76-100%) o
trastornos del espectro autista en edad
adolescente-adulta, mientras que en la
delecion se manifiesta la depresion'?,
El origen de esta importante diferencia
puede ser debida a una expresion
elevada del gen UBE34 en el grupo de
UPD(15)mat y defecto de impronta.

La alteracion molecular en el centro
de la impronta, bien por delecion o por
defecto epigenético, causa un efecto
muy parecido a la UPD(15)mat.

La utilizacion de estudios de imagen
funcional mostr6 un mecanismo
neuronal asociado adiferentes fenotipos
de comportamiento en los subtipos
genéticos de PWS. Las personas
con delecion presentan problemas
de comportamiento mas graves que

aquellos con UPD(15)mat y ademas
presentan una actividad cerebral
aumentada y mas extendida antes y
después de comer que los pacientes con
UPD(15)mat'**. También se ha descrito
un menor volumen de sustancia gris en
la corteza prefrontal, temporal y media
en pacientes con delecion, mientras
que los pacientes con UPD(15)mat el
volumen de materia gris es inferior
afectando al area orbitofrontal, limbica.
Una disminucién de materia gris en
los ganglios basales en individuos
con UPD(15)mat podria explicar
la conducta obsesivo-compulsiva,
asi como podria desempefiar un
papel en las habilidades cognitivas

disminuidas!?*1%. Recientemente
Lukoshe et al. han estudiado la
complejidad cortical utilizando

la resonancia magnética con un
nuevo enfoque en 3-D, el indice de
girificacion (LGI) que es la relacion
entre el area superficial del cerebro
y el perimetro cerebral'®. Este
indice es una buena medida de la

Consejo genético
PWS

Disomia
uniparental
materna

Delecion
15q11q13

Defecto
epigenético

<1%

Reorganizaciones

cromosémicas

— De novo
Delecién <1%
centro

impronta

Familiar
5-50%
100% rob(15;15)

De novo
<1%

Familiar
50%

Figura 6: Riesgo de recurrencia en funcion del mecanismo etiologico del PWS.
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organizacion intracortical asi como de
la conectividad cortico-cortical. Dos
regiones en cada hemisferio tenian
LGI inferiores en niflos con PWS,
en comparacion con los controles
sanos. Las regiones con menor LGI
también tuvieron significativamente
menor superficie cortical en nifios con
PWS. No se encontraron diferencias
en el grosor cortical de los grupos
entre el PWS y controles sanos. Los
nifios con UPD(15)mat presentaban
LGI mas bajas en el hemisferio
derecho que los pacientes con
delecion.

7. Asesoramiento
genético

Para poder ofrecer un correcto
consejo genético se debe determinar
el mecanismo que ha ocasionado el
PWS en el paciente. La mayoria son
esporadicos aunque se han reportado
raramente algunos casos familiares
(Figura 6).

En los casos con una delecion
15q11-q13 o con una UPD(15)mat el
riesgo de recurrencia es bajo, inferior
al 1%. Sin embargo, en menos del
1% de los casos, la delecion deriva
de una reorganizaciéon cromosdmica
equilibrada paterna, por lo que se
recomienda realizar un cariotipo. El
riesgo de recurrencia se estima del
5-50%, en funcion de la reorganizacion.

020

La mayoria de los pacientes con defecto
de impronta son esporadicos (defecto
epigenético) y por tanto el riesgo de
recurrencia estimado es inferior al 1%.
Mientras que en el defecto de impronta
por delecion del IC, el 10-15% de
casos son familiares. Es necesario
realizar un estudio del padre para
determinar si dicha alteracion ha sido
heredada, en esta situacion el riesgo
de recurrencia seria del 50%. Si el
padre es portador de la delecion en el
IC se debe estudiar a su madre (abuela
paterna del caso indice). Si ésta fuese
portadora, se deberia considerar a las
hermanas posibles portadoras. Para los
hermanos del padre portadores también
existiria el mismo riesgo del 50% para
la descendencia. Para las hermanas,
éstas podrian transmitir la alteracion a
la descendencia, hijos o hijas, en estado
de portadores sanos®’%!?’,

El diagnostico prenatal se recomienda
para posteriores embarazos
independientemente de la causa
genética y de que el riesgo de
recurrencia sea considerado bajo ya
que se han descrito casos familiares
con delecion intersticial o defecto de
impronta por delecion, sugiriendo la
presencia de un mosaicismo germinal
de delecion en el padre®’. Se realizara
el test de metilacion en una muestra de
ADN procedente de vellosidad corial
(12-13 semanas de gestacion) o bien
de liquido amnidtico (a partir de la 14
semana de gestacion).
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RESUMEN

El sindrome de Prader-Willi (PWS) es una enfermedad genética de discapacidad
intelectual asociada a multiples manifestaciones en otros sistemas del organismo.

Los pacientes afectos de PWS muestran hipotonia severa en el periodo neonatal
que ocasiona dificultades para la alimentacién. Posteriormente presentan
hiperfagia, lo que conduce a una obesidad moérbida si no se controla. El
hipogonadismo, la talla baja y los trastornos cognitivos conductuales estdn
presentes en todos los individuos.

La prevalencia es de 1:10.000-1:30.000 recién nacidos, la mayoria de los casos
de presentacién esporddica.

El diagndstico clinico es consistente, pero debe confirmarse mediante
test genético, el PWS se debe a la ausencia de los genes que por impronta
gendmica se expresan en el alelo paterno en la regiéon 15g11-g13.

El diagndstico debe ser precoz para establecer un manejo efectivo y de larga
duracién y con ello conseguir mejor salud y calidad de vida para los pacientes.

El fratamiento con hormona de crecimiento ha supuesto un avance importante
al mejorar el crecimiento, la composicidon corporal y la capacidad fisica del
individuo.
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1. Revision clinica:
principales aspectos
diagndsticos

1.1. Infroduccion

Lostérminos pseudohipoparatiroidismo
(PHP) y osteodistrofia hereditaria de
Albright (AHO, Albright Hereditary
Osteodystrophy) engloban un grupo
heterogéneo de enfermedades raras,
que presentan un amplio espectro de
expresion fenotipica, relacionadas con
alteraciones genéticas y/o epigenéticas
en el locus GNAS. Su prevalencia
estimada es 0.79 por 100.000 habitantes
(segun series de Orphanet, Noviembre
2008). Reportado por primera vez
en 1942 por Albright et al’, el PHP
constituyd el primer sindrome de
resistencia hormonal descrito, y
actualmente incluye una serie de
trastornos metabolicos caracterizados
por la presencia de resistencia a
la accion de la PTH. En pacientes
con funcién renal normal, Albright

constato la presencia de hipocalcemia e
hiperfosfatemia junto con una respuesta
calcémica y fosfaturica reducida a la
inyeccion de extracto de paratiroides
bovina comparada con la observada
en pacientes con hipoparatiroidismo
primario, lo que le llevé a sospechar
una resistencia a la PTH como
defecto subyacente. Esta hipdtesis fue
confirmada posteriormente mediante
estudios que demostraron hiperplasia
paratiroidea y elevacion de PTH sérica
en pacientes con PHP no tratados®’.

El fenotipo especifico que presentaban
estos pacientes, consistente en talla
baja, obesidad central, cara redonda,
cuello corto y braquidactilia, es lo
que se conoce como osteodistrofia
hereditaria de Albright (AHO, Albright
Hereditary Osteodystrophy). Trabajos
posteriores revelaron que la mayoria
de los pacientes con AHO también
presentaban osificaciones subcutaneas
y retraso mental*S. Diez afios mas
tarde, Albright y cols. describieron
un nuevo sindrome al que llamaron
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pseudopseudohipoparatiroidismo
(PPHP) en el que los pacientes
presentaban  fenotipo AHO  sin
evidencia de resistencia a la PTH y
que podia aparecer tanto en familias
con PHP como de forma aislada®.
Mas adelante se descubrid que la
forma familiar de PHP presentaba una
herencia autosémica dominante’™ bajo
fenémeno de impronta'®-'2,

Un gran avance en el conocimiento de
la fisiopatologia del PHP fue el supuesto
por la identificacion del receptor de
PTH y la via de transduccién de su
sefial”®. Dado que la PTH esta acoplada
a la proteina estimulante G (Gs) que
activa la formacion de AMPc, la
medicion de los niveles AMPc séricos
y urinarios tras la inyeccion de PTH
bovina permiti6 la diferenciacion
entre PHP tipo 1 (PHP1), en el cual se
observaba una respuesta disminuida
de la AMPc, y PHP tipo 2 (PHP2), en
el que esta respuesta esta conservada,
pero cuya deficiente respuesta
fosfatarica indicaba un defecto distal a
la generacion del AMPc, dentro de la
via de transduccion de sefial mediada
por PTH en las células dianal>.

Hasta el momento Unicamente se han
reportado unos pocos casos de pacientes
con PHP tipo 2B y el defecto
molecular de este subtipo es todavia
desconocido. En base al hecho de que
el tratamiento sustitutivo con calcio
y vitamina D es capaz de normalizar
la respuesta fosfaturica a la PTH en
algunos de estos pacientes'®'>!5 se
ha propuesto como hipdtesis que el
PHP2 pudiera ser un defecto adquirido,
secundario al déficit de vitamina
D aunque esta teoria no podido ser

confirmada todavia. También se ha
considerado como un tipo de PHP2
la acrodisostosis con resistencia
hormonal asociada a alteraciones en el
gen PRKARIA'" (véase apartado 4).

En esta guia nos centraremos en el
PHP tipo 1 (PHPI1), cuyos subtipos,
peculiaridades clinicas y determinantes
moleculares estan mas investigados
y mejor aclarados en el momento
actual. No obstante, datos recientes
relativos a nuevas correlaciones
genotipo-fenotipo en pacientes con
PHP1'%2!, han reabierto el debate acerca
de la idoneidad de las clasificaciones
clasicas clinico-genéticas del PHP
utilizadas hasta el momento y apuntan
hacia una nueva clasificacion?? basada
en una identificacion y descripcion mas
detallada de los defectos moleculares,
genéticos y epigenéticos subyacentes
en cada individuo afecto.

1.2. PHP tipo 1

Como ya se ha comentado, el PHPI
se caracteriza por resistencia a la PTH
(niveles de PTH elevados en presencia
de hipocalcemia e hiperfosfatemia)
asociado a respuesta de AMPc alterada
a PTH exogena. Clasicamente se ha
clasificado en funcion de la presencia
(PHP1A y PHP1C) o ausencia de AHO
(PHP1B) (Tabla 1).

1.3. Subtipos clinicos de PHP

Los pacientes que heredan la alteracion
genética de la madre, desarrollan
todos los signos de AHO junto con
resistencias a multiples hormonas,
mientras que los pacientes que la
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Tabla 1: Clasificacion clasica del pseudohipoparatiroidismo en funcion de la presencia/ausen-
cia de resistencia hormonal y del fenotipo de osteodistrofia hereditaria de Albright (AHO).
Administracion exogena
de PTH ivi i i
Tipo PTH AHO | Calcemia | Fosfatemia Actividad | Resistencia Defecto
sérica Respuesta del . Gsa hormonal GNAS
.. | Fosfaturia
AMPc urinario
i Mutacion
PHPIA| 1 Si ! 1 ! ! ! PTH/TSH/Gn | - =
PHP1B 1 No | 1 | | Normal PTH/TSH Impronta
PHPIC| 1 si ! 1 ! ! Normal | PTH/TSH/Gn | Mutacion
materna
PHP2 T No | 1 Normal ! Normal PTH ?
PPHP | Normal | Si Normal Normal Normal Normal | No Wi
paterna

heredan del padre desarrollan AHO sin
evidencia de obesidad y sin resistencias
hormonales. Este patron de herencia
es concordante con la presencia de
un fendmeno de imprinting paterno
tejido-especifico en el gen causante de
la enfermedad (GNAS), y con el hecho
de que el principal producto proteico de
este gen (Gsa), muestra una expresion
predominante materna en diversos
tejidos endocrinos humanos!%'2,

El PHP1A y PHP1C son clinicamente
idénticos, ya que ambos comparten
la presencia de AHO y resistencias
a diversas hormonas®. Sin embargo,
los pacientes con PHP1A tienen una
deficiencia parcial (alrededor del 50%)
en la actividad de Gsa en las membranas
de varios tipos celulares (eritrocitos,
fibroblastos, plaquetas) debido a una
reducciéon en los niveles de RNA
mensajero y de proteina’*?, mientras
que este defecto no ha sido reportado
en pacientes con PHP1C*?’ (Tabla
1), aunque estos resultados podrian
explicarse mas por limitaciones en el
ensayo utilizado que por diferencias
biologicas reales®.

Los pacientes con PPHP coexisten
generalmente con aquellos con PHP1A
en la misma familia. Tienen un defecto
del 50% aproximadamente en la
actividad de Gso en la membranas
celulares?”?, pero, a diferencia de los
pacientes con PHPIA muestran una
respuesta normal del AMPc urinario a
la PTH exdgena?’.

El término PHPIB se refiere
clasicamente a la  enfermedad
caracterizada por resistencia renal a
PTH en ausencia de otras anomalias
endocrinolégicas o fisicasy enpresencia
de una actividad normal de Gsa'2. No
obstante, se ha reportado tanto una
actividad disminuida en Gsa’’, como
la presencia de resistencia a la TSH
en cohortes amplias de pacientes con
PHP1B?*'32, en los cuales la secrecion
de GH parecia estar conservada®?. Sin
embargo, existen dos casos aislados de
pacientes conresistenciaala GHRH%,
De forma analoga a lo reportado en el
PHP1A, los efectos a largo plazo de los
niveles elevados de PTH sobre el hueso
son todavia controvertidos. A pesar
de que algunos autores han reportado
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una aceleracion de la reabsorcion
periostica y la aparicion de osteitis
fibrosa quistica®**, también se ha
descrito el hallazgo de osteoesclerosis
en pacientes con PHP de subtipo no
especificado®**® y en dos hermanos
con PHP1B familiar®, lo que sugiere
que la PTH puede aumentar el grosor
de la cortical a través de sus efectos
anabolicos en el hueso endocortical de
estos pacientes.

El  defecto es frecuentemente
esporadico, pero también puede
presentarse  ocasionalmente  como

familiar, con un patron de herencia
autosémico dominante (AD-PHP1B).
Al igual que ocurre en el PHPIA, la
resistencia hormonal sélo aparece al
heredar el defecto por via materna,
mientras que la transmision por via
paterna del mismo defecto no se asocia
con anomalias  endocrinolégicas.
No se han encontrado diferencias
clinicas entre las formas esporadica y
familiar*® y ambos se han relacionado
con alteraciones en el imprinting del
locus GNAS (ver apartados 5 y 7).
En todos los casos las respuesta del
AMPc urinario a la PTH exo6gena esta
disminuida®, indicando un defecto en
la via de sefializacion proximal a la
generacion de AMPc.

1.4. El fenotipo de
Osteodistrofia
hereditaria de Albright

1.4.1. Braquidactilia

La braquidactilia, descrita clasicamente
como acortamiento de los metacarpos
III, IV y V y la falange distal del I, es

la caracteristica mds tipica, y, junto
con las calcificaciones subcutaneas,
la mas especifica del fenotipo AHO.
Sin embargo, en una gran mayoria de
pacientes puede no ser clara, ya que el
acortamiento de los dedos de la mano
es un hallazgo relativamente frecuente
en poblacion normal. Las radiografias
anteroposteriores de la mano izquierda
pueden utilizarse para medir las
longitudes de los metacarpos y falange
distal, y los Z-scores de la longitud de
cada hueso pueden ayudar a construir
el patrébn  metacarpofalangico*
(Figura 1).

Figura 1: Radiografia de la mano derecha de (A)
una nifia con PHP1A causado por una delecion
intragénica en GNAS y (B) una mujer con AD-
PHPI1B con pérdida de la metilacion en el exon A/B
asociada a delecion en STX16.

Ademads, hay que tener en cuenta
que este acortamiento puede no ser
detectado hasta los seis afios de edad®.

La densidad mineral o6sea en los
pacientes es rigurosamente normal,
aunque los pacientes parecen tener
una cierta tendencia a presentar
complicaciones reumatologicas como
osteoartritis y deslizamiento de Ia
epifisis femoral**,
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1.4.2. Retraso mental

El retraso mental también ha
sido propuesto como parte de las
caracteristicas clinicas de AHO desde
su primera descripcion. Varias lineas
de evidencia sugieren que grados
variables de retraso mental pueden ser
una manifestaciéon de AHO y PHPIA.
Aunque la frecuencia y severidad de
estos signos no esta bien establecida,
con una aparente discrepancia entre
su prevalencia en adultos (27%) y en
poblacion pediatrica (64%)*, parece
que las alteraciones cognitivas son mas
prevalentes en pacientes con PHP1A
que con PHP1BY.

Es precisa todavia la realizacion de una
revision sistemdtica de la prevalencia
y severidad de este déficit mediante la
utilizacion de tests estandarizados en
poblaciones amplias de pacientes. Su
posible correlacion con la presencia
de calcificaciones intracraneales,

duracion, grado y momento de aparicion
de hipocalcemia, y coexistencia de
otros déficits hormonales asociados al
PHP1A, como hipotiroidismo esta por
determinar. Se desconoce todavia qué

impacto puede tener en el desarrollo
intelectual en humanos la afectacion
diferencial en el suefio REM/no REM
y deterioro cognitivo asociado a ¢él
demostrados en ratones con pérdida de
imprinting en Gnas*.

1.4.3. Calcificaciones
infracraneales

La presencia de calcificaciones
intracraneales, bilaterales y simétricas
principalmente  ubicadas en los
ganglios de la base y cerebelo, entidad
también conocida como enfermedad de
Fahr, se ha descrito en hasta ¢l 50% de
los pacientes con PHP*-! (Figura 2)
y PPHP*, en la mayoria de los casos
asociada a rasgos fisicos sugestivos de
AHO.

La enfermedad de Fahr, observada
inicialmente  por  Delacour en
1850% y puesta en relacion con el
hipoparatiroidismo por primera vez por
Eaton*, suele deberse a trastornos en el
metabolismo fosfocélcico, pero también
puede ser originada por otras causas
metabolicas, infecciosas o genéticas.
En pacientes con hipoparatirodismo

Figura 2: TAC cerebral de un paciente con PHP1B, donde se observan (A) Calcificaciones miultiples intra-
cerebrales, bilaterales y simétricas, localizadas en talamo, nucleos lenticulares, nicleos caudados, capsulas
internas, sustancia profunda frontoparietal y en menor grado temporal y occipital. (B) y (C) Calcificaciones
difusas en la periferia de ambos hemisferios cerebelosos, vermis y niicleos dentados junto con signos de atro-
fia cerebelosa llamativa para la edad del paciente (48 afios).
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idiopatico, su aparicion se correlaciona
con la duracion de la hipocalcemia y
la presencia de calcificacion del plexo
coroideo, convulsiones y cataratas, y su
progresion depende del cociente calcio/
fosforo sérico durante el seguimiento®.

Las calcificaciones intracraneales
pueden producir alteraciones
neurocognitivasy psiquiatricas asicomo
sintomas extrapiramidales, incluyendo
parkinsonismo, coreoatetosis y
disquinesias®*®, y problemas en la
marcha (ataxia cerebelosa) y en el
habla de severidad variable. Existe un
caso reportado de parkinsonismo en
un paciente con PHP, sin evidencia de
calcificaciones en los ganglios basales
detectables en TAC?’, en el cual los
autores proponen otros mecanismos
que expliquen estos sintomas, como
defectos en la transmision sinaptica
producidos por la actividad alterada
de Gsa. En otra paciente de 7 afios,
la deteccion de calcificaciones en
ganglios basales y sustancia blanca
subcortical del l6bulo frontal junto
con alteraciones en el movimiento
de los brazos, sin ningln rasgo fisico
sugestivo de AHO y en presencia
de calcio sérico normal, permitio
establecer la sospecha de PHP 6 afios
antes de la aparicion de hipocalcemia®®.
Por ultimo, la hemorragia intracerebral
puede ser la primera manifestacion
de un PHP con enfermedad de Fahr,
como fue el caso de un nifio de 4 afios
que debutd con hemiparesia brusca e
hipertension®.

1.4.4. Osificaciones subcutdneas

Los noddulos
encontrarse

calcificados pueden
frecuentemente en la

exploracién fisica de pacientes con
AHO!8661 Se trata de verdaderas
osificaciones heterotdpicas
intramembranosas, habitualmente
limitadas a tejido subcutaneo, siendo
su numero y extensiéon muy variables.
En un subgrupo de pacientes, mas
frecuentemente entre aquellos con
PPHP, pueden progresar hacia tejidos
profundos, como el musculo, imitando
la  heteroplasia 6sea  progresiva
(POH)®. La sintomatologia dependera
de la localizacion de las lesiones.
La aparicion de osificaciones en el
ligamento posterior de la columna
vertebral asi como el desarrollo de
hiperostosis vertebral puede en casos
raros favorecer la aparicion de sintomas
de compresion medular®. El desarrollo
precoz de cataratas en pacientes con
PHP también se ha puesto en relacion
con el disbalance fosfocalcico propio
de la enfermedad.

1.4.5. Obesidad

La obesidad, a pesar de haberse
incluido clasicamente entre los signos
de AHO, parece estar mas relacionada
con PHP1A que con AHO%,

Estudios en ratones sugieren que la
obesidad pudiera ser consecuencia,
al menos en parte, de los efectos
directos de las alteraciones en Gsa
a nivel de los centros del hambre/
saciedad hipotalamicos ya que se ha
demostrado que Gsa estd sometido al
fenémeno de imprinting en el nucleo
paraventricular del hipotalamo, y las
mutaciones maternas en Gso alteran
la estimulacion del gasto energético
mediada por las melanocortinas®.
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Este balance energético positivo
debido a una reduccion en el gasto
energético (incluido el empleado
en la termogénesis inducida por los
alimentos), mas que a un aumento
en la ingesta, parece jugar un papel
importante en el desarrollo de obesidad
tanto en niflos como en adultos con
PHP1A®. A nivel clinico, el motivo de
la primera consulta médica solicitada en
edad infantil en pacientes con PHP1A,
y en algunos con PHP1B, es la obesidad
y un leve retraso psicomotriz'3!°. En
el contexto de este primer estudio
por obesidad, la deteccion de un
hipotiroidismo subclinico leve puede
preceder a la aparicion de hipocalcemia
y diagnostico de PHP.

1.4.6. Talla baja

Latalla baja es una caracteristica propia
del fenotipo AHO®%, siendo comun
identificarla en pacientes adultos®*%.
La mayoria de los nifios con PHP1A
presentan talla normal hasta que sufren

@ . PTH

O o
esaggs,

TSH
GHRH

un cierre rapido y prematuro de las
epifisis entre los 10 y los 15 afios. Este
cierre prematuro se debe tanto a la
haploinsuficiencia de Gsa que afecta a
la sefializacion de la PTH/PTHrP en los
condrocitos™’! como a la resistencia a
GHRH?” (ver apartados 1.5.3 y 2.1.3).

1.5. Resistencia
multihormonal

Los pacientes con PHP1 presentan
resistencia a multiples hormonas que
tienen su mecanismo de sefializacion
basado en la proteina G. Son muchas las
hormonas queusanreceptoresacoplados
a la proteina Gso y adenilatociclasa
para generar AMPc (PTH TSH, LH,
FSH, GHRH, ADH, glucagén, ACTH
y calcitonina, entre otras)”. Para su
funcionamiento, la hormona se une a
su receptor, situado en la membrana
plasmatica, el cual esta acoplado a una
proteina G. La proteina G estimuladora
(Gs) es miembro de la superfamilia
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Figura 3: Esquema del mecanismo de accion de hormonas mediado por receptores acoplados a proteina Gs.
La unidn de la hormona a su receptor (1) provoca la activacion de la subunidad o de la proteina Gs (2), que in-
teraccionara con la adenilato ciclasa (3), produciendo la sintesis de AMPc (4), que funcionara como segundo
mensajero transmitiendo la informacion procedente del estimulo hormonal. Tras la activacion de la adenilato
ciclasa, la subunidad a de la proteina Gs vuelve a su estado basal
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de proteinas G heterotriméricas: la
subunidad alfa especifica que se une
al nucledtido guanina del grupo GTP/
GDP e interacciona con los receptores
y efectores especificos; las subunidades
By v que forman el complejo necesario
para la activacion de Gsa por los
receptores’™. La funcion de la proteina
Gs es transmitir sefiales desde los
receptores de la superficie celular hasta
los efectores intracelulares (como la
enzima adenilatociclasa en el caso
de la PTH) que generan segundos
mensajeros (AMPc)” (Figura 3).

1.5.1. Resistencia a la PTH

La resistencia renal a la PTH,
constituye la alteracion clinica mas
tipica y evidente y parece afectar
unicamente al tibulo proximal. En
la mayoria de los casos se presenta
como hipocalcemia, hiperfosfatemia,
y niveles séricos elevados de PTH,
aunque algunos pacientes con PHP1A
permanecen normocalcémicos de
por vida a pesar de la resistencia a
PTH!2, Normalmente se desarrolla
durante los primeros afios de vida,
y la hiperfosfatemia y elevacion de
PTH suelen preceder generalmente a
la hipocalcemia'®. La hiperfosfatemia,
junto con la resistencia renal a la PTH
produce un defecto en la sintesis de
1,25-dihidroxivitamina D, que a su
vez favorece también la hipocalcemia.
Debido a los diferentes lugares de
accion de los efectos anticalciuricos
(en el tubulo distal) y fosfaturicos
(en el tabulo proximal) de la PTH,
y a diferencia de los pacientes con
hipoparatiroidismo, en aquellos con
PHP la accion anticalcitirica de la

PTH permanece intacta, lo que explica
la normocalciuria y el mantenimiento
de una adecuada funcion renal de por
vida, en ausencia de litiasis renal'?.

A pesar de que la respuesta esquelética
a la PTH parece intacta tanto en
PHP1A como PHPIB, y de que
en algunos pacientes con PHPI se
ha descrito enfermedad dsea por
hiperparatiroidismo!?*#3576-7 " algunos
autores han demostrado una densidad
mineral 6sea (DMO) regional normal
junto con un aumento de la DMO
total en cohortes amplias de nifios,
adolescentes y adultos con PHP1A*,
Aunque estos resultados no son
concluyentes, y son opuestos a los
reportados en series mas pequeiias de
pacientes, indicarian que los pacientes
con PHP1A pueden tener un riesgo de
fracturas normal o incluso reducido.

La resistencia a otras hormonas,
ademas de a la PTH, que actuan
a través de receptores acoplados
a proteinas G, como la TSH,
gonadotropinas y GHRH, es tipica
en pacientes con PHP1A, por lo que
estos pacientes pueden desarrollarlas
con una severidad y evoluciéon en el
tiempo variables, aunque también se
han descrito en pacientes con PHP1B
y recientemente en una paciente con
PPHP12’18‘25'65’80'82.

1.5.2. Resistencia a la TSH

La resistencia a TSH esta presente
en casi todos los pacientes con
PHP1A, y también en algunos con
PHP1B"8:828, Normalmente se
manifiesta  clinicamente  durante
la nifiez o adolescencia'?, aunque

188
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ocasionalmente puede ser detectada
también en el screening neonatal®>8+36,
Generalmente es leve, con minimas
elevaciones de TSH y niveles
de hormona tiroidea normales o
discretamente disminuidos. El
bocio y los anticuerpos antitiroideos
suelen estar ausentes (aunque en
algunos casos coexisten anticuerpos
antitiroideos positivos), lo que encaja
con un déficit en la sefializacion de la
TSH. La elevacion de la TSH puede
aparecer afos antes de la hipocalcemia
y constituir el motivo de primera
consulta en pediatria tanto en pacientes
con PHP1A como con PHP1B828,

1.5.3. Oftras resistencias
hormonales

Laresistenciaala GnRH, bienparcial o
total, se hareportado en varios pacientes
con PHP1A%¥ Existe evidencia clinica
de hipogonadismo, especialmente en
mujeres, y suele manifestarse como
retraso en la maduracion sexual, o
maduraciéon incompleta, amenorrea u
oligomenorrea, con o sin infertilidad
acompanante®’. Estas pacientes suelen
ser ligeramente hipoestrogénicas, pero
hasta el momento ningin estudio ha
sido capaz de demostrar de forma
consistente la presencia de niveles
elevados de gonadotropinas GnRH
basales o tras estimulo. Por el contrario,
se han descrito también unos pocos
casos de pubertad precoz paraddjica en
pacientes con PHP.

La deficiencia de prolactina también
ha sido reportada en pacientes con
PHPIA®, aunque el mecanismo
subyacente para esta alteracion todavia
es desconocido.

La resistencia a GHRH y deficiencia
de GH asociada, se ha descrito también
en grandes subgrupos de pacientes
con PHP1A, y parece mias frecuente
en adultos que en nifos™*'*2. Aunque
las respuestas de AMPc a glucagon e
isoproterenol estan reducidas en estos
pacientes, la respuesta fisiologica
final es normal (aumento en la
glucosa sérica), lo que indica que este
aumento parcial en AMPc es suficiente
para producir la maxima respuesta
fisiologica.

Existe inicamente un caso reportado
de resistencia a GHRH en un paciente
diagnosticado con PHPIC*, en el
que también se detectd una respuesta
lipolitica defectuosa a la epinefrina,
lo que podria sugerir cierto papel de la
resistencia a GHRH en el desarrollo de
su obesidad morbida. Adicionalmente,
también se observo una respuesta muy
efectiva en esta paciente al tratamiento
con un antagonista del receptor
cannabinoide tipo 1, lo que pondria de
manifiesto el valor de estos antagonistas
en revertir las anormalidades tipicas de
estos casos, como un tono simpatico
atenuado o la hipoactividad del receptor
4 de la melanocortina, mecanismos que
se han propuesto como causantes de la
obesidad e hiperfagia en paciente con
PHP1A.

La resistencia la insulina ha sido
demostrada en pacientes adultos con
PHP1A, tanto diabéticos como no
diabéticos junto con una tendencia a la
alteracion en la funcion de las células
B pancreaticas®. Aunque la obesidad
predispone a la resistencia a la insulina,
en modelos animales de PHPIA el
desarrollo de resistencia insulinica e
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intolerancia a la glucosa aparece antes
que la obesidad, fenémeno que se ha
puesto en relacion con la sefializacion
defectuosa de las melanocortinas
a nivel central®®®. Los pacientes
con PHPIA tienen mayor riesgo de
desarrollar diabetes que individuos de
la misma edad y grado de adiposidad®.

No se ha detectado resistencia a
vasopresina, ACTH ni CRH en
pacientes con PHPIA, si bien
ocasionalmente se ha  descrito
resistencia a la calcitonina™%*%,
Finalmente existen casos reportados de
alteraciones en la olfacion en pacientes
con PHPIA, pero no con PPHP o
PHP1B%.

1.6. Otras manifestaciones

Existen una serie de procesos que han
sido descritos en pacientes con PHP/
PPHP, pero cuya asociacion con las
alteraciones genéticas o epigenéticas
en GNAS no esta demostrada. Aunque
hasta el momento no se consideran
caracteristicas tipicas del PHP y su
apariciéon en estos pacientes pudiera
ser por puro azar, se aconseja tenerlas
en cuenta a la hora de plantear los
diagnosticos diferenciales.

Por ejemplo, a pesar de que la actividad
de Gsa en las plaquetas esta reducida
en pacientes con PHP1A, la aparicion
de trastornos de la coagulacién ha
sido reportada hasta el momento en
pocos pacientes con PHP. La presencia
de purpura trombopénica idiopatica
(PTI) junto con anemia severa ha sido
descrita en una paciente con PHP1A
y sindrome de Evans (PTI y anemia

hemolitica severa)'®, y en dos hermanas
con PHP y cirrosis familiar de origen
desconocido'”'. La PTI aislada ha sido
reportada en varios miembros de dos
familias independientes que incluian
miembros con PHP1A y PHP1B", en
concreto en una paciente con PHP1B
(caso 6) y uno de sus hermanos, y en
la madre y una prima materna de otro
paciente con PHPB (caso 1) que portaba
una disomia uniparental paterna (UPD)
de 20q. En este paciente, el segundo en
el que se reportd una UPD en 20q, se ha
detectado recientemente un descenso
significativo en la actividad del Factor
de Von Willebrand, por la que todavia
permanece en estudio por Hematologia
(datosnopublicados, casuisticapersonal
de las autoras). Curiosamente los dos
primeros casos reportados de UPD en
20q" desarrollaron hiperbilirrubinemia
neonatal que requirié tratamiento con
fototerapia. En sentido opuesto a la
purpura trombopénica, en un paciente
con obesidad moérbida, y marcada
hipofuncion de la Gsa plaquetaria,
se encontr6 una hiperreactividad
plaquetaria y estado protrombdtico
secundario, asociado a los niveles
extremadamente bajos de AMPc!%2,

Ademas de la plrpura
trombopénica'®100-101] encontramos
diversas lesiones cutaneas'®!'® vy

cirrosis familiar'®!, y otras reportadas
menos frecuentemente en pacientes con
PHP/PPHP, como las calcificaciones
esclerocoroidales, bloqueo auriculo-
ventricular, pancreatitis aguda,
diabetes mellitus tipo 1, tiroiditis
de Hashimoto, sindrome de
Turner, hiperaldosteronismo, lupus
eritematosos  sistémico, silla turca
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vacia, malformacion de Chiari tipo 1
e insuficiencia adrenal primaria®-1%6-114,
Ademas, también se han identificado
dos casos de astrocitoma!®*!'% uno de
melanoma cutdneo'®, un carcinoma
adrenal'’®, y un tumor exocrino
pancreatico en una paciente con PPHP
y antecedente de diabetes neonatal que
resolvid espontaneamente'®.

2. Morbilidad asociada/
Tratamiento

2.1. Hormonas

2.1.1. Control del metabolismo
fosfocdlcico: resistencia a PTH

El tratamiento de la resistencia a la
PTH persigue los siguientes objetivos:
(1) mantener los niveles de calcemia
dentro de los rangos normal-bajo (2.0—
2.5 mM), (2) evitar la hipercalciuria
(en nifios, excrecion de calcio urinario
<6 mg/kg/dia o ratio calcio urinario/
cretinina urinaria <0.3 mM/mM), y (3)
evitar la resorcion 6sea debido a los
niveles elevados de PTH.

En niflos, el tratamiento 6ptimo es la
la-hidroxi vitamina D (calcitriol o
alfacalcidol), ajustada a la velocidad
de crecimiento mas que al peso (dosis
mas altas durante los periodos de
gran crecimiento como infancia y
pubertad)®. Debe tenerse en cuenta que
en estos pacientes hay poco o ningun
riesgo de incremento en la excrecion
urinaria de calcio en tratamiento con
calcitriol o alfacalcidol, por lo que el
tratamiento puede ser habitualmente
mas intensivo que el instaurado en el
hipoparatiroidismo.

No hay recomendaciones especificas
para la terapia de 25-OH-vitamina D;
sin embargo, tanto la actividad residual
de la proteina Gsa en algunos pacientes
como la observacion de que la 25-OH-
vitamina D facilita la absorcion de
calcio en pacientes hipocalcémicos''®
sugieren que el mantenimiento de
25-OH-vitamina D en rangos de
normalidad puede ayudar al control de
la enfermedad.

Se recomiendan los suplementos de
calcio (250-1,000 mg en funcién de
la edad) durante el primer afio tras el
diagnostico de la resistencia a la PTH.
Los adultos, generalmente, consiguen
mantener su calcemia y PTH con los
suplementos de 25-OH-vitamina D y
calcio®.

Se deben monitorizar de forma regular
los niveles de calcio, creatinina y PTH
sérica y calcio urinario (miccion Unica
en nifios pequefos, orina 24-horas a
partir de los 5 afios), y ecografia renal
para ajustar el tratamiento.

2.1.2. Control del hipotiroidismo e
hipogonadismo: resistencia a TSH
y gonadotropinas

Laresistencia a la TSH en pacientes con
PHP1A se trata con levotiroxina oral de
acuerdo al peso hasta alcanzar niveles
normales de T4 libre. A excepcion de
durante el embarazo, los pacientes con
PHP1B parecen no requerir tratamiento
para controlar su resistencia a la TSH®,

Durante los embarazos, los especialistas
deben intentar mantener los valores de
TSH por debajo de 2.5 UlI/l durante
el primer trimestre, de acuerdo a las
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guias internacionales'’, y corregir la

hipocalcemia por todos los medios.
En caso de hipocalcemia materna
descontrolada o deficiencia de vitamina
D, los recién nacidos tendrian un alto
riesgo de presentar hiperparatiroidismo
neonatal e hipercalcemia. La resistencia
a la TSH puede estar presente desde el
nacimiento. Por tanto, el tratamiento
con tiroxina debe empezar en los
neonatos con altos niveles de TSH
(aproximadamente 10  pg/kg/dia),
incluso antes del resultado del estudio
genético!',

En caso de ser necesario, el tratamiento
con hormonas sexuales debe indicarse
siguiendo los mismos criterios, dosis y
seguimiento que aquellos seguidos para
cualquier otra forma de hipogonadismo.

2.1.3. Control de la talla baja:
resistencia a GH

Desde la primera demostracion de la
deficiencia de GH en pacientes con
PHP1A'"®, confirmada mas adelante
en estudios posteriores®, hasta la
fecha, no existen datos concluyentes
que indiquen cuando debe utilizarse
tratamiento sustitutivo con GH en
pacientes con déficit de GH. De hecho,
el impacto relativo de la deficiencia
de GH en la talla de adulto en PHPI
es incierto. En estos pacientes,
la talla baja es el resultado muy
probablemente de la combinaciéon de
multiples factores que incluyen fusion
prematura de las placas de crecimiento
y ausencia de estiron puberal
subsiguiente, ademas de la deficiencia
de GH. EI hecho de que los pacientes
con PPHP se caractericen también
por talla baja, como sus familiares

con PHP1A, aunque no desarrollen
alteraciones endocrinolégicas parece
cuestionar del papel del déficit de GH
como determinante de la talla final
en PHPIA. En concreto, el cierre
epifisario prematuro, probablemente
relacionado con alteraciones en la
seflalizacion PTH/PTHrp en los
condrocitos, es un importante factor
que causa talla baja y braquidactilia
tanto en PHPIA como PPHP77!
Sin embargo, un primer estudio
piloto llevado a cabo en 8 nifios
prepuberales con PHP1A demostr6 un
aumento significativo en la velocidad
de crecimiento de estos pacientes,
al menos antes de la pubertad, y
confirmé que el tratamiento con
GH debe iniciarse pronto debido al
breve periodo de tiempo durante el
cual puede potencialmente constituir
una terapia efectiva’. No obstante,
es precisa una investigacion mas
amplia y profunda (incluyendo
ensayos clinicos) que puedan orientar
a los endocrindlogos a la hora de
diagnosticar y tratar correctamente a
estos pacientes tan pronto como sea
posible con el fin obtener el maximo
beneficio alcanzable.

2.2. Manifestaciones
clinicas

Los trastornos del movimiento,
cognitivos y psiquidtricos, asociados
o no a la presencia de calcificaciones
intracraneales, pueden mejorar en
algunos casos con tratamiento médico
especifico, por lo que se aconseja
solicitar evaluacion inicial y en caso
de ser necesario asegurar seguimiento
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a largo plazo por parte de los servicios
correspondientes  (neurologia y
psiquiatria).

No existen tratamientos especificos
para las manifestaciones de AHO.

El tratamiento de las osificaciones
heterotdpicas es uno de los principales
retos de esta enfermedad. En general,
se aconseja no resecar las osificaciones
pequeiias y no problematicas, dado
que a menudo reaparecen tras la
operacion. Se ha descrito el uso de

anti-inflamatorios no  esteroideos,
tiosulfatos o Dbisfosfonatos; por
similitud con las osificaciones

posteriores a un reemplazo de cadera,
estos farmacos podrian valorarse en
el caso de recurrencia dolorosa'®.
Las osificaciones subcutdneas mas
grandes o molestas, pueden ser
extirpadas. En el caso de que las
osificaciones profundas lleguen a
producir compresiéon medular® la
descompresiéon  quirurgica precoz
es necesaria para evitar secuelas
permanentes y lograr la completa
recuperacion funcional.

Desde el momento del diagnoéstico
de PHPIA, se recomienda iniciar
medidas dietéticas y de estilo de
vida para prevenir la obesidad,
asi como programas de atencion
temprana para reforzar las funciones
cognitivas. Aunque actualmente no
estdin comercializados, antagonistas
del receptor de cannabinoides tipo 1
se han empleado como tratamiento
ocasional de la obesidad®.

En relacion a las morbilidades
asociadas, se ha detectado una alta
incidencia global de sindrome del

tinel carpiano (STC) en pacientes
con PHP (67%) tanto en nifios como
en adultos, y una media de edad
de aparicion del STC 10 afios maés
joven que en poblacion general
(31.8 vs 40 anos, respectivamente),
incluyendo 5 pacientes de 14 afios
o menos'?!. El hallazgo de STC no
parece estar asociado con el indice
de masa corporal, tratamiento previo
con GH, presencia de braquidactilia o
mutaciones especificas en GNAS. Por
ello se aconseja realizar anamnesis
dirigida sobre la presencia de sintomas
sugestivos de STC ya al diagndstico
del PHP en todos los pacientes, y
solicitar las pruebas especificas en
caso de sospecha clinica. La correcta
deteccion y abordaje quirurgico precoz
del STC puede hacer desaparecer los
sintomas incapacitantes asociados y
mejorar significativamente la calidad
de vida de estos pacientes'?!.

3. Manejo clinico de los
pacientes

En la practica clinica, la AHO es dificil
de diagnosticar debido a que algunas de
las caracteristicas clinicas tipicas no son
evidentes al nacimiento y en el periodo
perinatal y pueden ser muy variadas
después. En los casos de PHP1A y
PHP1B, se requiere la realizacion de
determinaciones analiticas hormonales,
aunque también pueden resultar
engafosas, porque las alteraciones
endocrinolégicas pueden aparecer en
diferentes estadios de la vida y ser muy
variables en cuanto a severidad's.

En general los pacientes deben ser
monitorizados analiticamente al menos



Enfermedades de impronta: guias de buena prdctica clinica

anualmente (determinacion de PTH,
calcio, fosfato y TSH en sangre y de
calcio urinario)'?%. En los nifios se debe
prestar una atencidn especial a la altura,
velocidad de crecimiento y desarrollo
puberal, psicoldgico ¢ intelectual®’.
Evidencias recientes sugieren que,
independientemente de la curva de
crecimiento, deberia descartarse la
existencia de un déficit de GH, mediante
la utilizacion de tests de provocacion
especificos, para en caso de detectarse
el déficit, iniciar el tratamiento con GH
lo mas rapido posible”™?92!° Debe
vigilarse también el peso e IMC e iniciar
un plan de dieta y ejercicio si estuviera
indicado. Anualmente los pacientes
debieran tener un examen fisico
detallado, y si fuera necesario también
estudios psicologicos especificos, para la
deteccion y seguimiento de la presencia/
evolucion de las  caracteristicas
especificas de AHO (especialmente
de las calcificaciones heterotopicas y
retraso mental).

Los problemas en la esfera de las
relaciones interpersonales (con los
padres, parejas, etc) y en el estado de
animo (tendencia a la introversion,
agresividad ocasional) son frecuentes en
estos pacientes, por lo que se aconseja
ofrecer seguimiento y apoyo psicoldgico
a medio/largo plazo al paciente y
también a los miembros su entorno
mas cercano, si fuera necesario. Como
se ha comentado en secciones previas,
al diagndstico se aconseja preguntar
acerca de la presencia de sintomas
sugestivos de STC, y la evaluacion
inicial debe incluir examen radioldgico
de braquidactilia. Posteriormente los
pacientes con PHP1 deben ser también

estudiados periddicamente para
descartar la aparicion de cualquier otra
endocrinopatia asociada, en especial
hipotiroidismo e hipogonadismo. Dado
que una de las causas de primera consulta
en pacientes con PHP tanto 1A como
1B en edad pediatrica es la deteccion
de hipotiroidismo subclinico'®, algunos
autores aconsejan monitorizar a medio/
largo plazo los niveles séricos de calcio,
fosforo y PTH en nifios que consultan
por hipotiroidismo subclinico de causa
no filiada, para evitar el desarrollo de
hipocalcemia franca en aquellos con
PHP®2, De forma complementaria,
debido a la disminucién a la sensibilidad
a la insulina, tendencia a la alteracion de
la funcién pancredtica y mayor riesgo
de desarrollar diabetes demostrado
pacientes con PHP1A*, se aconseja
realizar un seguimiento periddico de
la glucosa y HbAlc e intervenciones
orientadas a mejorar la sensibilidad a la
insulina en estos pacientes.

4. Diagnostico diferencial

Debido a que las caracteristicas
fenotipicas de los pacientes con PHP
(obesidad, talla baja, braquidactilia,
discapacidad  intelectual)  aparecen
también en otros sindromes, y con
una severidad variable, el diagnostico
diferencial clinico puede ser amplio
y el diagndstico definitivo requiere
en muchos casos de los resultados
de un estudio genético detallado (ver
secciones 5 a 8 del presente capitulo).
Por otra parte, algunos trastornos leves
en el metabolismo fosfocalcico pueden
remedar alteraciones bioquimicas tipicas
del PHP en sus estadios iniciales.
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4.1. Hiperparatiroidismo
secundario al déficit de
vitamina D

En relacién al hiperparatiroidismo
secundario al déficit de vitamina D es
preciso recordar que una vez detectado
e indicado el tratamiento adecuado, los
niveles de vitamina D suelen normalizar
antes que los de la PTH, por lo que si
la reposicion del déficit de vitamina D
se ha iniciado recientemente pueden
coexistir todavia niveles de PTH
elevados con valores de vitamina D
normales. Esta situacion puede dar lugar
a interpretaciones erréneas en relacion
a la causa del hiperparatiroidismo,
que a veces derivan en solicitudes de
estudio genético de PHP innecesarias.

En la mayoria de estos casos las dudas
diagnosticas se resuelven repitiendo
el estudio bioquimico al cabo de unos
meses y confirmando la normalizacion
de los niveles de PTH. Otro dato
que puede ayudar en el diagnostico
diferencial en estos pacientes es el
valor neto de la PTH. Niveles muy
elevados no suelen ser habituales en
los hiperparatiroidismos tnicamente
causados por déficit de vitamina D, y
deben orientar hacia otras etiologias
(con las que ademas también puede
coexistir el déficit de vitamina D).

Por otra parte, aunque la hipocalcemia
estd presente en la mayoria de los
pacientes con PHP al diagnostico,
debe tenerse en cuenta que en estadios
iniciales de la enfermedad pueden
coexistir niveles elevados de PTH
junto con niveles todavia normales de
calcio en las determinaciones hechas
en periodos en los que el paciente esta

asintomatico'®¢!, y que el déficit de
vitamina D es relativamente frecuente
al diagnostico en pacientes con PHP de
cualquier subtipo.

4.2, Crisis convulsivas

Con respecto a las crisis de
hipocalcemia, uno de los problemas
diagndsticos que con mas frecuencia
se daban en el pasado era su confusion
con otras entidades como crisis
epilépticas'*1#12 o incluso crisis
de hipoglucemia. Existen casos de
pacientes erroneamente diagnosticados
de epilepsia y tratados para ella durante
varios afios, antes de confirmarse
la presencia de un PHP. El uso de
antiepilépticos pudo favorecer también
el desarrollo de un déficit de vitamina
D en algunos de estos casos". La poca
accesibilidad a la determinacion de la
PTH en determinados entornos, sobre
todo en medios rurales, y la similitud
de las ondas cerebrales observadas
en los electroencefalogramas de
pacientes con crisis epilépticas y con
crisis convulsivas por hipocalcemia'?’,
pueden explicar en parte estas
confusiones. La ausencia de respuesta
a los entiepilépticos habituales y
el hallazgo del patrén bioquimico
tipico del PHP en andlisis realizados
durante las crisis llevaron finalmente al
diagnoéstico correcto en la mayoria de
los casos'?1%,

Por todo ello, se aconseja siempre
determinacién de los niveles de calcio
y fésforo, como minimo (y a ser posible
también de PTH) ante cualquier crisis
convulsiva de causa desconocida en
todo paciente que sea atendido de
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urgencia por este motivo. El retraso en
la deteccion de un PHP impide el inicio
de tratamiento adecuado, pone en
riesgo la vida del paciente, que sufrird
nuevos eventos convulsivos cada vez
con mas frecuencia y probablemente
mas severos, y favorece la aparicion
y desarrollo de calcificaciones
intracerebrales y el avance de la
discapacidad intelectual secundaria
a ellas, debido a la hipocalcemia
mantenida a largo plazo™®.

4.3. Sindromes fenotipicos
similares

Las caracteristicas clinicas del PPHP
pueden encontrarse también en familias
en las que no existen miembros con
PHP1A, apareciendo como un defecto
aislado'*. En estos casos el diagnostico
es especialmente complicado, dado que
muchas de los rasgos fisicos del AHO
son inespecificos y estan presentes en
otros sindromes.

4.3.1. Sindrome AHO-like
(OMIM 600430)

El sindrome AHO-like estd causado
por pequeias deleciones terminales
en el cromosoma 283133 Si bien el
fenotipo que presentan los pacientes
es similar al de PHP (cara redondeada,
talla baja, braquidactilia y un cierto
retraso mental)**!%  existen otros
rasgos  distintivos como pueden
ser la ausencia de alteracion en el
metabolismo fosfocdlcico, presencia
de malformaciones mayores en
el 30% de los casos, anomalias
cardiacas en el 20%, (principalmente
coartacion o hipoplasia del arco

aortico'?’), anomalias gastrointestinales
y renales'4, malformaciones
genitourinarias (rifion en herradura,
hipospadias, hipoplasia o disgenesia
gonadal, utero bifido o testiculos sin
descender)'*® y malformaciones del
sistema nervioso central'**,

4.3.2. Acrodisostosis

La acrodisostosis, también conocida
como sindrome de Graham-Arklesso
de Maroteaux-Malamut, engloba un
grupo de displasias 6seas congénitas
poco frecuente caracterizado por
braquidactilia generalizada de las
manos y pies con epifisis en forma de
cono, disostosis, y anomalias faciales:
cara ancha y redondeada con hipoplasia
maxilonasal y aplanamiento del puente
nasal. Ademas, el tamafio del craneo
estd reducido y hay un engrosamiento
de la calota. El fallo en el crecimiento
es progresivo, apreciandose, sobre
todo, en la edad adulta. Las radiografias
muestran una maduracion avanzada
de los huesos y una disminucion de la
distancia interpedicular en la columna
lumbar!*’.

El PHP y la acrodisostosis se han
confundido durante mucho tiempo
a pesar de que en 1968 Maroteaux y
Malamut las describieron como dos
entidades diferentes basandose en su
clinica®. La razén de esta confusion
es la similitud que tienen las dos
patologias a nivel clinico: fenotipo
AHO o similar, braquidactilia, retraso
mental, en ocasiones, y resistencia
multihormonal (PTH 'y  TSH
preferentemente)!’. La resistencia
multihormonal no aparece siempre en la



Capitulo 8: PSEUDOHIPOPARATIROIDISMO

acrodisostosis, ya que existen, al menos
dos tipos de acrodisostosis, siendo
precisamente ésta la caracteristica
diferenciadora'’. Asi, la acrodisostosis
con resistencia multihormonal o
ACRDYSI1 (OMIM#101800 0
ADOHR), esta causada por mutaciones
inactivantes en heterozigosis en el
gen PRKARIA''*1"'¥ mientras que la
acrodisostosis sin resistencia hormonal
(ACRDYS2, OMIM#6146139),
aparece tras alteraciones en el
gen PDE4D™W.4145 T.a  ausencia
de calcificaciones subcutaneas e
intracerebrales y el mayor grado de
acortamiento de los huesos de Ia
mano, puede ayudar en el diagnostico
diferencial con el PHP/PPHP/AHO!7-14,

4.3.3. Braquidactilia aislada

Hasta el momento se han identificado
numerosas formas, algunas asociadas a
estatura baja. Puede aparecer como una
malformacion aislada, asociada a otras
anomalias sutiles o dentro del cuadro de
un sindrome malformativo complejo.
Los numerosos tipos de braquidactilia
aislada son raros, excepto los tipos A3
y D. La identificacion de braquidactilia
aislada en individuos sin alteraciones
en el metabolismo fosfocalcico es
un hecho relativamente frecuente en
la practica clinica. Se conoce el gen
responsable de la anomalia para la
mayoria de braquidactilias aisladas (con
herencia principalmente autosdémica
dominante, penetrancia y expresividad
variable) y para algunas de las formas
sindromicas. El diagnéstico es clinico,
antropométrico y  radiologico'.
La cirugia plastica estd indicada
Unicamente si la braquidactilia afecta

a la funcion global de la mano o por
razones estéticas, pero generalmente
no es necesaria.

4.3.4. Sindrome trico-rino-
faldngico (OMIM#190350)

Dentro de los sindromes que pueden
presentar dificultades en cuanto a
su diferenciacion fenotipica con el
PHP/PPHP destaca, entre otros, el
sindrome trico-rino-falangico tipo 1
(TRPS-I). Ambos son sindromes raros
monogénicos que comparten algunas
caracteristicas fisicas, como rasgos
dismorficos, talla baja, braquidactilia
y obesidad. Los rasgos tipicos del
TRPS-I pueden ser muy leves e
incluyen pelo fino, escaso y de lento
crecimiento en cuero cabelludo, cejas
casi ausentes, punta bulbosa de la nariz
y surco nasolabial largo y plano!'¥-4,
Existe una familia y un caso aislado
reportados'® que inicialmente fueron
diagnosticados de PHP1A/PPHP,
en base al fenotipo (braquidactilia,
obesidad) y a la presencia de un
hiperparatiroidismo normocalcémico
con niveles normales de vitamina D
en uno de los casos, pero en los que el
estudio genético descartd alteraciones
tanto genéticas como epigenéticas

en GNAS. Posteriormente, una
reevaluacion fisica dirigida mas
especifica, permitio establecer Ia

sospecha de TRPS-I y el estudio
genético identifico una mutaciéon en
el gen TRPSI (8q24.12). Una correcta
y detallada exploracion fisica, que
evalie la presencia de los rasgos
tipicos de TRPS-I, como pelo escaso y
nariz bulbosa en forma de pera, puede
ayudar a despejar la duda diagndstica
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en pacientes con este sindrome y
seleccionar correctamente el locus
genético a estudiar para confirmar el
diagnostico.

4.3.5. Sindrome de Gorlin
(OMIM#109400)

Durante los afios 60 se reportaron
varios casos de calcificaciones
subcutianeas y respuesta fosfatlrica
defectuosa a la PTH exdgena en
pacientes con sindrome de Gorlin
(SG) también llamado sindrome
de carcinoma nevoide de células
basales'’!"'2, Sin embargo, estudios
posteriores no han sido capaces
de demostrar la existencia de una
resistencia a la PTH en pacientes con
SG'5155 El SG se caracteriza por la
presencia de carcinomas multiples de
células basales (CCB), queratoquistes
odontogénicos mandibulares,
predisposicion a medulobastomas de
apariciéon precoz, e hiperqueratosis
palmoplantar, junto con ciertas
caracteristicas Oseas (braquicefalia,
talla ~ baja) y  calcificaciones
intracerebrales que pueden remedar
las tipicas de AHO. Se trata de un
sindrome raro, de herencia autosomica
dominante con penetrancia completa y
expresividad variable, producido por
mutaciones en el gen PTCHI (9q22).

La presencia de CCB suele ser util
para orientar la sospecha diagndstica
y solicitud del estudio genético
especifico correspondiente. ~ No
obstante, en pacientes con PHP/
PPHP ademéas de las calcificaciones
subcutaneas también se han descrito
afecciones dermatologicas de
distinta naturaleza, como dermatistis

seborréica y atopica, nevus de splitz,
melanomas, colagenomas e incluso
hipoplasia dérmica aislada!0+105156.157,
por lo que una correcta caracterizacion
anatomopatologica de dichas lesiones
es obligatoria en casos de duda
diagnoéstica, y la presencia de estas
lesiones no descarta la coexistencia de
un PHP.

Aunque hasta el momento no se han
descrito casos de meduloblastomas, si
existen dos pacientes reportados con
PHP y astrocitomas cerebelosos!3!15?,
uno de ellos en una nifia de 3 afios y
medio con PHP1A.

4.3.6. Distrofia miotdnica

Por otra parte, las caracteristicas
bioquimicas del PHP2 se han descrito
también en un subgrupo de pacientes
con distrofia miotonica, en el que
se encontraban con mas frecuencia
calcificaciones y osificaciones
ectopicas, retraso mental y cataratas'®,
En estos pacientes el grado de
resistencia a la PTH se correlacionaba
con el grado de expansion de las
repeticiones CTG tipicas de la
enfermedad en el gen de la proteina

quinasa.

5. Alteraciones
genéticas asociadas

El  Pseudohipoparatiroidismo  esta
asociado a alteraciones genéticas
y epigenéticas en el locus GNAS,
localizado en el brazo largo del
cromosoma 20 (20q13).
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Figura 4: Representacion esquematica de las cuatro isoformas que resultan del empalme alternativo de los
exones del gen GNAS. Los cuadrados blancos representan los exones, los cuadrados negros las regiones no
traducidas del primer y wltimo exén (UTR), la linea punteada los intrones y las lineas continuas el empalme

de los distintos exones. Dibujo no a escala.

5.1. Estructura de la region
20g13

5.1.1. El gen GNAS

La subunidad alfa de la proteina
G estimuladora (G,0) se encuentra
codificada por el gen GNAS (Guanine
Nucleotide binding protein, Alpha
Stimulating), descrito por primera vez
en 1988 por Kozasa y colaboradores'®!,
y originalmente definido por los 13
exones que codifican para la proteina
G alGl'

El gen presenta cuatro dominios
funcionales: el dominio con actividad
GTPasa codificado por los exones
1 y 2; el dominio de unién a la
Adenilatociclasa codificado por los
exones 4 y 5; el dominio de cambio
conformacional dependiente de GTP
(ex6n 9) y finalmente el domino de
union al receptor codificado por los
exones 12 y 139216 Ademas, existen
dos formas largas (Gso-1 y Gsa-2) y
dos formas cortas (Gso-3 y Gsa-4)

que resultan del empalme alternativo
con la inclusién o no del ex6n 3, un
exon que codifica para 15 aminoécidos
localizado en el dominio hélice de
Gsa, el cual no estd presente en otras
subunidades Ga'¢"'®*. El uso de un
aceptor de empalme alternativo en el
exon 4 permite la union de un residuo
extra de serina en Gsa-2 y Gso-4
(Figura 4.).

5.1.2. El locus GNAS

El locus GNAS es uno de los maés
complejos del genoma humano, debido
a que genera diferentes transcritos
expresados a partir del alelo paterno,
materno o ambos que comparten
los exones comunes 2-13'2. Estos
transcritos utilizan cuatro primeros
exones alternativos que empalman
con el exén comun 2 del gen GNAS
(Figura 5).

El primer ex6n alternativo aguas abajo
es el exon 1 Ga, que codifica para la
proteina G, de 395 aminoacidos,



Enfermedades de impronta: guias de buena prdctica clinica

SN
SER 123 [SERE 121 FIERE) p11.21§§3}:§//§

p 1 4

NESP55

NESP55

; ok o
T

GNAS ==

1Gsa.

2 13
[T |
T 1

L
XLas A/B GNAS

GNAS

Figura 5: Organizacion e imprinting en el locus GNAS. Se muestra la organizacion general y patrones de
imprinting paterno (arriba) y materno (abajo) del locus GNAS. Los exones que generan transcritos en la
hebra 5°-3” (NESP55, XL, A/B, and Gas) aparecen como cajas negras; los exones comunes del 2 al 13 como
cajas verdes; los cinco exones del transcrito antisentido (AS) como cajas grises y los ocho exones de STX16
como cajas naranjas. Los promotores de los transcritos sentidos y antisentido (flechas), asi como los distintos
patrones de splicing de los transcritos paternos (azul) y materno (rosa) aparecen encima o debajo de los exo-
nes paterno y materno, respectivamente. La flecha punteada en la trascripcion de Gas desde el alelo paterno
representa que este promotor esta completamente activo en la mayoria de los tejidos, pero en algunos, como el
tabulo renal proximal, estaria silenciado. Las regiones diferencialmente metiladas (DMR) se muestran como

estrellas (roja, metilada; blanca, no metilada).

mientras que el exon alternativo que
se encuentra mdas aguas arriba (a
49kb del exon 1) produce el transcrito
codificante para la proteina similar a
la cromogranina NESP55'61¢7. Es una
cromogranina acidica localizada en
tejido neuroendocrino, como la médula
adrenal, hipofisis e hipotalamo!',
Esta distribucion en el cerebro
coincide con el patrén del sistema
de transmisiéon de la norepinefrina,
epinefrina y serotonina!®. Toda la
secuencia codificante para NESP55 se
encuentra incluida en este primer exon
y por lo tanto los exones del 2 al 13

se encuentran incluidos en la region
3’UTR  (UnTranslated Region) del
transcrito NESP55166.167.170,

Otro primer exon alternativo esta
localizado unas 11kb aguas abajo de
NESPS55 y a unas 35kb aguas arriba del
exon 1 G o, este transcrito codifica para
XLas, una isoforma de G o con una
larga extension amino terminal!7"172)
produciendo una proteina acidica de
78-kDa®"®8, La region aminoterminal
alternativa de XLas, esta codificada
por su exo6n, mientras que la region
carboxilo-terminal, idéntica a la de
G,a, esta codificada por los exones 2
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al 13 y es requerida para la union del
nucleétido Guanina y la asociacion
del complejo GB-Gy, mientras que el
exon XLas es critico para su union a la
membrana'”.

Estudios bioquimicos indican que XLas
tiene varias propiedades en comin con
G_a, incluyendo la estimulacion de la
174 Pero, al contrario
que Ga, no hay evidencias de que
XLas esté activada por los receptores
transmembrana que activana G a'™*. Por
tanto, XLas puede ser un estimulador
de la adenilatociclasa activado por una
via alternativa.

adenilatociclasa

La region comprendida entre NESP55
y XLas estda muy bien conservada tanto
en el humano como en el raton'”. En
particular, hay una region altamente
conservada, aproximadamente a 3kb
aguas arriba del exon XLas, que es un
exon para el transcrito antisentido que
atraviesa el exon NESP55 en direccion
opuesta, llamado NESPas o GNAS-
AS'3176 En  humanos presenta 5
exones, el Sas localizado aguas arriba,
y los cuatro restantes aguas debajo de
NESP55.

El cuarto exdén alternativo estd
localizado 2,5kb aguas arriba del exon
1 Go y genera transcritos en la hebra
sentido. El exén 1 alternativo, llamado
A/B'7 o 1A empalma con el
exon comun 2 mediante el uso de dos
donadores de empalme alternativo.
No hay un comienzo consenso de
traduccion AUG en el exén A/B, y se
asume que el transcrito resultante del
exon A/B no es traducido!7*!%,

5.2. Impronta del locus
GNAS

También a nivel de impronta el locus
GNAS es un locus complejo, con una
elevada complejidad transcripcional
y un complicado patréon de impronta,
permitiendo la expresion de varios
productos génicos del alelo materno y
otros del alelo paterno'? (Figura 5). La
pérdida de expresion de las proteinas
codificadasporel gen GNAS, localizado
en esta region, puede explicar en gran
parte los distintos fenotipos'®!.

El locus GNAS presenta 3 DMRs
en las que estan incluidos los exones
NESP55, XLas, A/B y AS (Figura 5).
La DMR en la que se encuentra inmerso
el exébn NESP55 se establece en la
postfertilizacion y estd metilada en el
alelo paterno, por lo que NESP55 y sus
transcritos asociados so6lo se expresan
a partir del alelo materno!6>166176,
Mientras que la DMR donde esta
localizado el exén A/B y la DMR
en la que estan incluidos los exones
AS y XLos se establecen durante la
gametogénesis y estdn metiladas en el
alelo materno por lo que sus transcritos
solo se expresan a partir del alelo
paterno!$&17M175176 [ a excepcion es el
exon 1 G a, que aunque se encuentra
inmerso en una isla CpG cercana
pero diferente a la del exén A/B, no
presenta metilacion diferencial en los
alelos parentales'®>!7182 Curiosamente
estudios clinico-genéticos de pacientes
con Osteodistrofia Hereditaria de
Albright'*'®} sugieren que G a presenta
impronta tejido especifico, estando
expresado bialélicamente en la mayoria
de tejidos, y solo a partir del alelo
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materno en algunos tejidos, como en el
tabulo renal proximal, tiroides, gonadas
e hipofisis!®2184185 Sin embargo, en los
tejidos donde G a estda improntado, la
impronta no es absoluta y hay cierta
expresion del alelo paterno'®>186,
Por otra parte, estudios recientes de
Klenke y colaboradores sugieren que,
incluso en los tejidos de expresion
bialélica, existe una modesta expresion
preferencial del alelo materno'®’.

5.3. Mutaciones en el gen
GNAS

En el gen GNAS se han descrito
tanto mutaciones germinales como
somaticas, activantes e inactivantes,
cada una asociada con distintas
entidades clinicas.

5.3.1. Mutaciones activantes

Las mutaciones en los residuos Arg201
0 GIn227 inhiben la actividad GTPasa,
generando la activacion constitutiva de
G_a. Estas mutaciones son dominantes,
y las proteinas que las portan se
denominan oncogén gsp'®t.

Las mutaciones activantes en el gen
GNAS se han descrito en tumores
endocrinos y no endocrinos debido
a que el AMPc estimula tanto la
proliferacion como la  secrecion
hormonal®'®. En concreto se han

descrito mutaciones somaticas en
Arg201 o GIn227 en adenomas
hipofisarios secretores de GH™"!

adenomas hipofisarios secretores de
ACTH" ! tumores hipofisarios no
funcionantes'®, tumores tiroideos!®,
tumor de células de Leydig', tumores
de célula de la granulosa ovarica'”’,

carcinoma de células renales'®,
carcinoma hepatocelular'® y sindromes
mielodisplasicos®®. Las mutaciones en
el codon 201 (Arg a Cys o His) son mas
frecuentes que las del 227 (Gln a Arg,
His, Lys o Leu).

Por otro lado el sindrome de McCune
Albrigth (MAS) presenta mutaciones
somaticas activantes en la Arg201,
pudiendo cambiar a cisteina o histidina
(o incluso serina o glicina). Esta
mutacion se producen en el desarrollo
temprano, produciendo un mosaicismo
con una amplia distribucion de células
mutadas®'. Este sindrome fue descrito
en colaboracion por McCune?? y
Albright?® y se define como un
desorden esporadico caracterizado por
una triada de pubertad precoz periférica,
manchas cutineas café con leche de
bordes irregulares y displasia fibrosa
Osea poliostotica, que puede asociarse
a otras endocrinopatias. La mayoria de
los pacientes con MAS presentan una o
dos de las caracteristicas de la triada, o
una de estas caracteristicas junto a otras
anomalias endocrinas o no endocrinas.

Finalmente la  displasia  fibrosa
6sea es una lesion osteofibrosa
intramedular benigna con dos patrones
morfolégicos en funciéon del numero
de huesos implicados: monostdtica
(85%) o poliostdtica (15%). Esta
ultima se ha integrado al sindrome de
McCune-Albright cuando se asocia a
hiperpigmentacion cuténea y trastornos
endocrinolégicos  como  pubertad
precoz. En algunos casos se han
encontrado mutaciones somaticas de
novo en GNAS, principalmente R201C
y R201H**, aunque también se han
descrito la R201S%% y Q2271.2%,
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5.3.2. Mutaciones inactivantes

Los primeros trabajos de mutaciones
germinales inactivantes en GNAS
son de 1990*72% Desde entonces se
han descrito méas de 200 mutaciones
a lo largo de todo el gen, por lo
general especificas de cada familia,
si bien existe un hot-spot en el exon
7 consistente en la delecion de cuatro
nucleétidos (c.565 568delGACT) v,
proporcionalmente, un mayor nimero
de mutaciones en el exén 1 (www.lovd.
nl/GNAS)*®,

Los tipos de mutaciones incluyen
mutaciones de cambio de sentido
(missense), sin sentido (nonsense),
inserciones y deleciones que modifican
el lugar de corte y empalme del pre-
ARN o introducen nuevos codones
de parada, inversiones®'’ y deleciones
intragénicas?!!?12 0 deleciones
constitucionales de parte*'? o todo*" el
brazo largo del cromosoma 20, region
cromosomica en la que esta localizado
el locus GNAS (para revision de las
mutaciones, consultar Elli et al*'* o
Lemos y Thakker?®).

Las mutaciones pueden ser tanto de
novo como heredadas. En funcion del
alelo portador de la mutacion, y debido
al fenomeno de imprinting mencionado

P 1 4 8

M e

previamente, las  manifestaciones
clinicas asociadas seran diferentes. Asi,
las mutaciones en el alelo materno se
asocian con PHP1A/PHP1C, mientras
que las paternas se observan en
pacientes con PPHP/POH!%182215218 (yer
apartado 7).

La mayoria de las mutaciones en Gsa
no se expresan debido a la inestabilidad
del ARN mutado o a la localizacion
subcelular alterada. Por lo tanto, los
tejidos accesibles de los pacientes con
PHPIA, tales como los fibroblastos de
la piel y eritrocitos, parecen revelar una
reduccion de la actividad del ARNm
o de la proteina cercana al 50%?°%0,
Ademas, los ensayos bioquimicos
de reconstitucion de membranas
celulares derivadas de los pacientes
con membranas celulares que carecen
de proteina Gso funcional, como la
de eritrocitos de pavo, muestran una
reduccion aproximada del 50% en la
generacion de AMPc inducido por
hormona?*??!, Sin embargo, dado que en
estos experimentos se utilizan andlogos
de GTP no hidrolizables como estimulos
en los ensayos de actividad de Gsao,
solo son validos para aquellos mutantes
cuyo problema estd en la estimulacion
de la adenilatociclasa y no para aquellos

13
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NESP55 XLas A/B GNAS

Figura 6: Localizacion de las microdeleciones que afectan a la metilacion de diferentes DMRs de GNAS. Las
deleciones maternas en STX16 y NESP55 provocan una pérdida de metilacion aislada en A/B (sefialadas con
una linea roja). Las deleciones maternas en los exones 3 y 4 de GNAS-AS causan una alteracion de la meti-
lacion en todos los DMRs de GNAS (lineas azules), asi como las microdeleciones de 40 y 33pb identificadas

en los intrones 4 y 3 de GNAS-AS.
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relacionados con la unién de Go al
receptor, mostrando los ensayos una
funcionalidad del 100%%*2,

5.4. Alteracion de la
impronta en el locus
GNAS

La pérdida de metilacion en el exon
A/B, en ocasiones combinada con
defectos epigenéticos en alguno de
los otros DMR del locus GNAS, se ha
asociado con PHP1B'”.

La forma familiar de la enfermedad
esta

(AD-PHP1B) causada,

principalmente, por pérdida de la
metilacion  exclusivamente en el
exon A/B, asociada a deleciones en
heterozigosis de origen materno en el
gen STXI16, siendo las més frecuentes
las de 3kb o 4,4kb**?**| aunque se ha
descrito alguna de mayor tamafo®.
En seis familias con AD-PHPIB se
han descrito deleciones en NESP55 y
AS, en ¢l caso de la ultima, asociada
a alteracion de la impronta en todo el
locus GNAS (Figura 6)*¢2%,

La forma esporddica de PHPIB
(spor-PHP1B) presenta alteracion
del patrén de metilacion a lo largo de
todo el locus GNAS, sin que se hayan

Secuenciacion
GNAS

Anélisis de metilacién mediante
MS-MLPA

NO alteracion

Alteracion

[ NO mutacién Mutacién ]

Andlisis de deleciones/

Parcial

Cuantificacion de la metilacion
mediante pirosecuenciacion

Completa

[Estudio de deleciones conocidas}

Re-evaluacién
clinica

mediante MLPA 20-40%

duplicaciones en GNAS { No todos los DMRs

[ NO delecion ]——[ Delecién ]

Re-evaluacion clinica

NO delecién Delecién
Todos los DMRs
20-40% de metilacién
Microsatélites
UPD(20)pat NO UPD(20)pat

Defecto de metilacion
multilocus

(i —

Figura 7: Algoritmo para el diagndstico genético en funcion de la sospecha clinica. La presencia de una
alteracion estructural en GNAS (rojo), se asocia con PHP1A y un riesgo de recurrencia del 50% (PHP1A si
el progenitor es mujer y PPHP si es varon). Las deleciones en STX16/NESP/AS (azul) son responsables de
AD-PHP1B, con un riesgo de recurrencia del 50% (PHPIB si el progenitor es mujer). Las alteraciones en la
metilacion sin causa genética conocida (verde) se asocian con la forma esporadica de PHP1B.
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identificado, hasta la fecha, elementos
responsables de esta alteracion, por
lo que la mayoria de ellos seran
debidos a errores estocasticos del
mantenimiento de la metilacién en
los primeros estadios del desarrollo
embrionario®. En algunos casos, se
ha descrito disomia paterna de parte o
todo el brazo largo del cromosoma 20
[UPD(20)pat]'**!%5, La descripcion
de dos familias independientes que
incluian miembros tanto con PHP1A
por mutaciones codificantes en GNAS,
como con spor-PHP1B, por defectos de
metilacion en GNAS (uno de ellos con
una [UPD(20)pat]), reveld por primera
vez la coexistencia de alteraciones
de diferente naturaleza (genéticas y
epigenéticas) en el mismo gen como
causantes de enfermedad dentro de
una misma familia!®. En base a los
hallazgos encontrados en estas dos
familias y posteriormente en otras tres
mas, se ha propuesto la posibilidad de
una forma autosdmica recesiva como
causa de esta alteracion completa de la
metilacion*.

En un pequefio porcentaje de pacientes
con spor-PHPIB se han descrito
alteraciones en otros loci diferentes
a GNAS, sin que por el momento se
haya podido identificar la(s) causa(s)

genética subyacente, si es que
exist6234,237,238
Estudios  genéticos recientes de

nuestro grupo han identificado que
pacientes con diagnodstico clinico
de PHP1A presentan alteraciones
epigenéticas similares a los pacientes
con AD-PHPIB?. Estos hallazgos
han sido corroborados por grupos
independientes!?823-240, pudiendo

hablarse de un solapamiento entre
ambos diagndsticos y sugiriendo que el
fenotipo de AHO puede ser el resultado
de alteraciones tanto genéticas como
epigenéticas.

6. Estudios Moleculares

La eleccion del método de estudio
molecular por el que empezar viene
determinada por la sospecha clinica
(Figura 7).

El estudio mediante secuenciacion del
gen GNAS se realizara inicialmente en
pacientes con sospechade PHP1A?! En
caso de no identificarse una mutacion
que permita el diagndstico del PHP1A'y
ante una clinica muy consistente, debe
plantearse complementar el estudio
cuantitativo del gen mediante MLPA®
para identificar posibles deleciones
totales o parciales de GNAS como
causa genética*’>. Si continua siendo
negativo, valorar revisar diagnosticos
diferenciales (apartado 4).

Para el estudio de pacientes con
sospecha de PHPI1B, se recomienda
empezar mediante MS-MLPA (kit
MEO31, MRC Holland, Amsterdam)
que permite la caracterizacion de
los defectos en la impronta, asi
como las deleciones en STXI6 y la
regiéon comun a las deleciones en A4S
descritas hasta la fecha®'. Una vez
detectada la alteracion en la impronta,
es recomendable validarlo mediante
técnicas independientes®*!242,

En los pacientes con alteracion en el
patron de metilacion en todos los DMR,
debe procederse a descartar la UPD(20)
pat mediante el uso de microsatélites®!.
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Dado que hasta la fecha so6lo se han
descrito isodisomias®'-?*, también es
posible emplear el SNP array.

Si el paciente no presenta disomia,
podria valorarse analizar el estado de
metilacion en otros loci improntados.
Aunque por el momento no se conozca
la causa de este defecto multilocus, es
importante tener en cuenta que quiza se
identifique en un futuro préximo.

7. Correlaciones
Genotipo-Fenotipo

7.1. Mutaciones en el gen
GNAS

Como hemos visto, las mutaciones
inactivantes son las responsables del
PHP1A y del PPHP. De hecho, el
PPHP y PHP1A ocurren dentro de una
misma familia'®™'2, Un analisis mads
detallado de varias de estas familias
puso de manifiesto que la herencia
de cada trastorno sigue un modelo
de impronta, es decir, el fenotipo de
la descendencia es determinado por
el sexo del progenitor que transmite
el defecto molecular, en lugar de por
su fenotipo'®!. De acuerdo con este
modelo de herencia bajo el fendémeno
de impronta, si el defecto genético se
hereda del padre lleva a un fenotipo
AHO sin resistencia a la hormona, es
decir PPHP, ya sea su padre PHP1A
o PPHP; mientras que si el defecto
genético se hereda de la madre, genera
un fenotipo AHO y una resistencia a la
hormona paratiroidea, es decir PHP1A,
ya sea su madre PHP1A o PPHP'*!!.
En otras palabras, la resistencia a la

hormona se desarrolla solo cuando
la mutacion en Gsa se hereda de la
madre, mientras que el fenotipo de
AHO se desarrolla cuando la mutacion
en Gso se hereda de cualquiera de
los progenitores. Este modelo de
herencia con fendémeno de impronta
para la resistencia a la hormona es
coherente con el modelo de impronta
del locus GNAS y la evidencia de
que Gso muestra una expresion
predominantemente =~ materna  en
determinados tejidos como tubulo renal
proximal, hipofisis y tiroides!$2!184185
mencionado previamente.

Si bien las mutaciones inactivantes
en GNAS pueden encontrarse en
cualquiera de los exones (con mayor
frecuencia en el exon 1 y mutacion hot-
spot en el 7)1 hasta la fecha sdlo
hay una mutaciéon identificada en el
ex6On 328, Esta ausencia de mutaciones
en el exon 3 puede deberse a que el
procesamiento del RNA que conlleva
la ausencia de este exon, genera una
proteina Gsa funcional (formas Gsa-3
y 4, figura 4). De hecho, en la familia
descrita por Thiele y colaboradores, los
portadores de la mutacion en el exon
3 presentaban una actividad Gso del
70-75% de los normales (en lugar de
la reduccion del 50%) y el fenotipo era
mas leve que en el resto de los pacientes
con PHP1 A%,

Recientemente, Turan y colaboradores
han descrito el caso de una paciente de
13,5 afios con talla baja, resistencia a
GHRH y a PTH, no asociada a déficit de
vitamina D. Clinicamente, presentaba
fenotipo de AHO con la mencionada
talla baja, acortamiento bilateral del
IIT y IV metacarpiano, cara redondeada
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y osificaciones subcutaneas. Si bien
todo indicaba que podia tratarse de
un PHP1A, la mutacién, de novo,
estaba presente en el alelo paterno,
siendo, por tanto el primer caso con
mutacion en el alelo paterno (PPHP)
con resistencia hormonal®. Existen
casos previos con alteracion en el alelo
paterno y resistencia a GHRH** o a
PTH!57213245247 " qunque en alguno de
estos ultimos faltaban datos relevantes
como los niveles de vitamina D. Son
necesarios mas estudios para valorar
las implicaciones de estos hallazgos.

Curiosamente, existe una mutacion
missense  (A366S) que se ha
asociado en dos varones a PHP1A y
testotoxicosis®*®**, Al parecer esta
sustitucion conlleva la activacion
constitutiva de la adenilatociclasa al
generar una liberacion acelerada del
GDP y, manteniendo unido, por tanto,
el GTP a Gsa durante més tiempo. Sin
embargo, mientras que esta proteina
mutada es estable a la reducida
temperatura de los testiculos, es
termolabil a 37°C, lo que conlleva una
menor actividad de Gsa en el resto de
los tejidos, explicando asi el fenotipo
de estos pacientes.

Respecto al PHP1C, que se utiliza
para describir los pacientes que tienen
las caracteristicas clinicas de PHP1A
pero una bioactividad de Gso normal’
(Tabla 1), algunos investigadores
sugerimos que los pacientes subtipados
como PHP1C representan un subgrupo
de pacientes PHPIA que portan
mutaciones en los exones 12 y 13,
que corresponden con el dominio de
union al receptor de Gsa, (de ahi su
actividad Gsa normal en ensayos de los

bioactividad)®°.

Las mutaciones en el alelo paterno
también se asocian a POH?"?8, una
rara enfermedad autosémica dominante
caracterizada por osificaciones
dérmicas de comienzo en la infancia,
seguidas de un aumento en la formacion
de hueso en musculo y fascia®.
Aunque una reciente revision de todas
las mutaciones descritas en GNAS
muestra que las mutaciones deletéreas
(mutaciones nonsense 'y frameshift)
son mas frecuentes en pacientes con
POH que con PPHP/PHP1A*®, ante
un paciente con alteracion en su alelo
paterno, no es posible saber cudl de las
dos entidades presentard dado que las
mismas mutaciones pueden encontrarse
en PPHP y POH>®2!7218 De hecho,
dado que el fenotipo de AHO es muy
variable e incluye las osificaciones
subcutaneas y que la base genética es la
misma, y que en algunos pacientes con
POH ha sido posible identificar algunas
caracteristicas similares al AHO e
incluso resistencias hormonales?'8,
hay quienes han postulado que el
POH representa el final del espectro
de las caracteristicas asociadas a
AHO?®. Otro dato apoyando este
espectro comun es que los pacientes
con mutaciones en el alelo paterno,
tanto asociadas a PPHP como POH,
presentan retraso del crecimiento
intrauterino'*®, particularmente cuando
afectan a los exones 2-13%,

Se han descrito tres series importantes
de pacientes (italiana, espafiola
y alemana) intentando establecer
correlaciones entre el tipo de mutacion
y/o su localizacion y distintas
caracteristicas  clinicas'#¢"214,  Las
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principales conclusiones de estos
trabajos son que si bien no existe una
correlacion entre la edad al diagnostico,
la gravedad de la resistencia hormonal o
las caracteristicas del fenotipo AHO y el
tipo de mutacion o su localizacion!861:214)
los pacientes con alteraciones en el exon
1 presentan una mayor prevalencia de
osificaciones ectdpicas®', siendo esta
diferencia mas acusada cuando son
portadores de mutaciones deletéreas,
independientemente del ex6n afectado®!.
Ademas, en la serie alemana también
se observa una mayor frecuencia
de braquimetacarpia en pacientes
portadores de mutaciones deletéreas®,
lo que atribuyen a que, dado que la
presencia de braquimetacarpia en
pacientes con PHP es dependiente de
la edad®, puede que ésta se manifieste
mas tardiamente en pacientes con
mutaciones missense.

7.2. Alteracion de la
impronta en el locus
GNAS

Los pacientes con alteraciones en el
patron de metilacion del locus GNAS
presentan, como hemos mencionado,
PHP1B. En este caso los pacientes
cursan, por lo general, con resistencia
a la PTH (y algunos casos a la TSH)
en ausencia de otras resistencias
hormonales.

Existe un unico trabajo en el que se
comparan las caracteristicas clinicas
y analiticas de los pacientes con la
forma esporadica y la forma autosémica
dominante de PHPIB*. Observaron
que no todos los individuos portadores
de la alteracion en STX16 (AD-PHP1B)

presentaban manifestaciones clinicas en
el momento del diagndstico genético,
habiendo sido reclutados por ser
familiares de un paciente con PHP1B,
lo que permiti6 su identificacion para un
correcto seguimiento clinico. De hecho,
los andlisis realizados tras su estudio
genético revelaban que todos los varones
y la mayoria de las mujeres presentaban
resistencia a la PTH, asociada o no a
alteracion en el calcio y fosforo.

La edad al diagnéstico de los pacientes
con spor-PHPIB era similar a los
pacientes con AD-PHP1B. En las
mujeres, los valores de PTH al
diagndstico eran mas altos en las que
presentaban spor-PHP1B tanto respecto
a las mujeres con AD-PHP1B como a
los varones con spor-PHP1B. Si bien
seria necesario confirmarlo en series
més amplias, los autores proponen
que la diferencia entre ambos sexos
podria deberse a posibles efectos de los
esteroides sexuales sobre la accion de
PTH en rifién y hueso.

Por su parte, Bréhin y colaboradores
estudiaron la relacion entre la pérdida de
metilacion en el exén A/B y el aumento
del crecimiento intrauterino y observaron
que los pacientes con AD-PHPIB
presentaban un mayor peso y talla que
sus hermanos, y mucho mayor que la
media poblacional. Estas diferencias
eran aun mas importantes en el caso de
hijos de portadoras asintomadticas. En
el caso del spor-PHP1B, su peso y talla
estaba también ligeramente por encima
de la media, pero no tan marcado como
en el caso de los AD-PHP1B*2,

Algunos pacientes con PHP1B debido a
disomia son mas grandes al nacimiento,
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presentando macrosomia, macrocefalia
y talla alta®*2%3,

7.3. Mutacion versus
metilacion
Apenas  existen trabajos  donde
se comparen ambas alteraciones
moleculares en la misma serie.
Dentro de los datos publicados
podemos observar que los pacientes
con alteraciones en la secuencia se
diagnostican a una edad mas temprana
que los que presentan alteracion en la
metilacion', probablemente causado
por la diferencia en la actividad Gso que
ambos presentan®’.

Asimismo, los pacientes con mutaciones
presentan  mayor  sintomatologia
asociada ala hipocalcemia, como tetania,
temblores, cataratas y anomalia dental'®,
Todo ello podria ser consecuencia de la
menor tolerancia a la hipocalcemia en
estos pacientes®?.

En cuanto a las caracteristicas clinicas
asociadas al fenotipo AHO, las
osificaciones subcutaneas no estin
presentes en los pacientes con alteracion
en la metilacion'® y la obesidad y la
braquidactilia es menos marcada en este
grupo en comparacion con los pacientes
con alteracion en la secuencia's%,

8. Asesoramiento
Genético

8.1. PHPIA

Las mutaciones identificadas en el
caso indice pueden ser transmitidas
en el 50% de los casos. Si la

mutacion es transmitida por una
mujer a su descendencia, ésta
presentara  riesgo a  desarrollar
pseudohipoparatiroidismolA (es decir,
fenotipo de Albright en presencia de
alteraciones hormonales como PTH,
TSH y gonadotropinas). Sin embargo,
si es un varén el que transmite
la alteracion, los hijos e hijas, en
general, no presentaran alteraciones
hormonales, pudiendo cursar tanto con
PPHP como con POH.

Por tanto, la identificacién de una
alteracion en el caso indice confirma
tanto el diagnostico clinico y ofrecen
la posibilidad de estudios predictivos y
prenatales. El estudio preimplantacional
es posible®*, pero ha de tenerse en
cuenta la gravedad de la resistencia a
gonadotropinas y la normativa legal del
pais

Los familiares no portadores de la
alteracion genética familiar, pueden ser
excluidos de seguimiento clinico?!.

En caso de resultado negativo para el
estudio de mutaciones puntuales en
el caso indice, debiera continuarse el
estudio descartando alteraciones en la
metilacion en el locus GNA S20:128.239240 o
deleciones/duplicaciones en GNAS?'2,

En ausencia de resultados moleculares
concluyentes, los familiares tendran un
seguimiento clinico regular.

8.2. PHPIB

Todos los estudios sugieren que la
enfermedad aparece por pérdida de
impronta en el exén A/B, sea ésta
aislada o incluyendo el resto de DMRs
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del locus GNAS. Como hemos visto
esta alteracion en la impronta puede
estar causada por microdeleciones?*?%,
Estas microdeleciones pueden ser
transmitidas en el 50% de los casos. La
enfermedad se presenta so6lo cuando la
microdelecion (bien en STX16, bien
en NESP55/AS) es heredada por linea
materna. Al heredarse la microdelecion,
la descendencia presenta pérdida en
la metilacién, que es la causa de la
aparicion de la enfermedad. El cuadro
clinico es mas leve, no presentandose
fenotipo de Albright (o si existe es
muy leve), y sélo se han encontrado
alteraciones hormonales a nivel de PTH
y TSH. Si la microdelecion es heredada
del padre, no tendra consecuencias
en esa generacion, y solo aparecera
pérdida en la metilacion (y por tanto
cuadro de pseudohipoparatiroidismo)
cuando sea transmitida por una mujer
en cualquiera de las generaciones
posteriores.

En los casos asociados a disomia
paterna, la probabilidad de transmitir
la enfermedad es la misma que en
la poblacién general, salvo que sea

debida a reordenamiento por algun
tipo de alteracion cromosomica en los
progenitores (cuyo riesgo derecurrencia
dependeria de dicho defecto genético).

En algunos casos, en los que hay
alteracion del patrén de metilacion
pero no se detectan microdeleciones
asociadas ni se identifica ninguna otra
causa genética subyacente, no podemos
precisar el riesgo de transmision de la
enfermedad. Por lo cual sélo podemos
decir que la enfermedad, en el individuo
estudiado, es causada por la alteracion
en el patron de metilacion, pero el
riesgo en las generaciones siguientes es
incierto.
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RESUMEN

El pseudohipoparatiroidismo (PHP) es una rara enfermedad endocrina carac-
terizada por resistencia a la PTH en presencia de hipocalcemia e hiperfosfate-
mia. Pacientes con PHP1A generalmente presentan otras resistencias hormo-
nales y muestran un fenotipo caracteristico que se conoce como osteodistrofia
hereditaria de Albright (AHO). Este mismo fenotipo también estd presente en
pacientes diagnosticados de pseudopseudohipoparatiroidismo (PPHP), que
no tfienen resistencia hormonal. Por ofra parte, los pacientes con PHP1B, pre-
sentan, preferentemente, resistencia a la PTH y no tienen fenotipo de Albright.

Desde el punto de vista genético, el PHP1 estd causado por alteraciones en el
locus GNAS. Este locus estd sometido al fendmeno de imprinting, lo que tiene
consecuencias importantes a la hora de establecer un patrdén de herencia y
un adecuado consejo genético.

Asi, los pacientes con PHPTA y PPHP presentan mutaciones inactivantes en
heterozigosis en el alelo materno o paterno, respectivamente, afectando a
cualquiera de los trece exones codificantes de la proteina Gsa. Por su parte, el
PHP1B se debe a alteraciones en el patrén de metilacion del locus GNAS. En
algunos casos, esas pérdidas de metilacion se asocian con microdeleciones
en STX16/NESP55 o GNAS-AS que son transmitidas por la madre (o se encuen-
tran en el alelo materno) y hablamos de la forma autosémica dominante de
la enfermedad. En la mayoria de los casos, se desconoce la causa de esa
alteracién en la metilacién.
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1. Infroducciéon

La impronta gendémica es un
mecanismo epigenético que modula
la expresion de un numero especifico
de genes. A diferencia de la mayoria
de genes autosémicos en los que tanto
el alelo materno como el paterno son
equitativamente activos, los genes
improntados s6lo expresan uno de sus
dos alelos segun el origen parental del
mismo'?.

La metilacion del ADN es esencial
para la regulacion de la expresion
alélica de los genes regulados por
impronta gendmica**. Estos genes
son el ejemplo clasico de memoria
epigenética de origen parental a largo
plazo, ya que se mantiene durante toda
la vida de un individuo. Las Regiones

Diferencialmente Metiladas (DMRs,
Diferentially  Methylated  Regions)
derivadas de los gametos retienen la
metilacion del alelo materno o paterno,
resultando en una copia completamente
metilada y otra no metilada™'* y son
responsables de la coordinacion de este
tipo de expresion alélica. Gracias a los
avances en las técnicas y tecnologias
utilizadas, se han descrito de manera
exhaustiva los perfiles de metilacion
de los gametos femenino y masculino,
revelando que los loci regulados
por impronta gendmica representan
unicamente una pequefia fraccion de
las diferencias de metilacion entre las
dos lineas germinales®!°.

Como hemos visto a lo largo de los
capitulos previos, numerosos sindromes
humanos  complejos  (incluyendo
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Diabetes Mellitus Transitoria Neonatal
[TND], sindrome de Angelman [AS],
sindrome de Prader-Willi [PWS],
sindrome de Beckwith-Wiedemann
[BWS], sindrome de Silver-Russell
[SRS] vy pseudohipoparatiroidismo
[PHP] 1B) se asocian a la pérdida de
impronta genoémica en loci especificos.
Durante la ultima década se ha
incrementado la evidencia de que la
pérdida de impronta gendémica puede
no ser un evento aislado en un locus
asociado a una enfermedad dada,
sino que los pacientes con trastornos
relacionados con la impronta genémica
(comtinmente conocidos como IDs del
inglés Imprinting Disorders) pueden
tener defectos en otros loci que afecten
otras DMRs reguladas por impronta
gendémica®!"B. Para comprender co6mo
estas anomalias pueden afectar a mas
de un dominio regulado por impronta
gendémica, debemos entender como
se establece y mantiene la metilacion
del ADN asociada a este mecanismo
y cémo interactian esta metilacion y
las modificaciones de histonas en la
proteccion selectiva de la impronta
gendémica durante la reprogramacion
preimplantacional. La interrupcion de
estos procesos es la que conduce a estas
enfermedades complejas.

1.1. Regiones
diferencialmente
metiladas

La mayoria de los genes improntados
se encuentran organizados en grupos
y regulados por Regiones de Control
de la Impronta genémica (ICRs).
Estos elementos de regulacion en

cis se manifiestan como DMRs, que
son regiones ricas en islas CpG y
otras marcas epigenéticas como la
modificacion de histonas!.

Los primeros indicios de la importancia
de la metilacion del ADN en Ila
regulacion de este tipo de expresion
monoalélica se obtuvieron a partir de
diversos estudios de transgénicos'+'®
que a su vez sirvieron como base para
la identificacion de DMRs!"!¥). Sin
embargo, la confirmacion definitiva
se deriva de un conjunto de ensayos
en raton en los que, mediante
mutacion dirigida, la inactivacion de
ADN metiltransferasas resulta en la
expresion bialélica de los genes bajo
influencia de la impronta gendmica
debido a la ausencia de metilacion
alélica*'>?, Por tanto, la evidencia
hasta la fecha sugiere que la metilacion
de las citosinas que marca uno de los
alelos parentales en estas DMRs es
uno de los elementos principales en la
expresion especifica del origen parental
de los genes improntados. En humanos,
unicamente se ha podido demostrar que
actuan como ICRs un subconjunto de
estas DMRs debido a que para ello
se requiere, ademas de mutaciones
dirigidas en raton, la existencia de
deleciones humanas espontaneas de
estas regiones que alteren la expresion
genética regulada por la impronta?'->,

Todas las ICRs descritas hasta Ia
fecha presentan metilacion del ADN
establecida durante la gametogénesis
por los complejos DNMT3L/DNMT3A
o B en los ovocitos en crecimiento en
las hembras y en espermatozoides
en los machos en el modelo murino,
y se mantiene durante el desarrollo
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somatico por DNMT 1-UHRF134:26-28),
La mayoria de ICRs contienen islas
CpGs con metilacion de origen materno
que se solapan con los promotores,
mientras que las pocas ICR con
metilacion de origen paterno que se han
identificado se encuentran en regiones
intergénicas con islas CpG pequefias.
Ademas de las DMRs presentes en
las ICRs, algunas DMRs se adquieren
durante el desarrollo embrionario. La
metilacion de estas DMRs secundarias,
también conocidas como somaticas,
son reguladas por la ICR mas cercana
(DMR germinal o primaria), suelen
regular la expresion monoalélica de un
unico gen y su metilacion acostumbra a
ser especifica de tejido>>2%-3!,

1.2. Modificaciones alélicas
de histonas

Diversos estudios de
immunoprecipitacion de la cromatina
(ChIP — por sus siglas en inglés)

Cromatina
permisiva

Cromatina
represiva

de todo el genoma han mostrado el
enriquecimiento alélico de un conjunto
de modificaciones estandar, tanto
permisivas (asociadas a expresion
génica) como represivas (asociadas a
represion génica), de las histonas en
las DMRs*%. El alelo metilado de
estas regiones se encuentra enriquecido
en la trimetilacion de diferentes
residuos de lisina en las histonas
H3 y H4 (H3K9me3, H3K64me3 y
H4K20me3), de forma que se parece
a la heterocromatina pericéntrica. Por
el contrario, el alelo no metilado esta
enriquecido en H3K4me3, que impide
la adquisicion de metilacion del ADN*>
%) (Figura 1). En caso de hallarse
transcripcionalmente activos, los alelos
no metilados también se encuentran
hiperacetilados en H3K9 y H4K 16340,
Los estudios del estado de la cromatina
en ratones obtenidos de hembras
Dnmit3l”y que por lo tanto, carecen
de metilacion del ADN en el alelo
materno, muestran que ésta se encuentra

Figura 1: Conformacién opuesta de la cromatina en DMRs improntadas. El alelo metilado de la mayor
parte de las regiones improntadas se encuentra asociado con modificaciones represivas de las histonas, tales
como H3K9me2/3, H3K64me3, H4K20me3 y ubiquitinizacion (Ub) de H2AK 119, mientras que el alelo no
metilado esta asociado a modificaciones de caracter permisivo como la H3K4me?2/3 y la acetilacion de la K9

y K16 de la histona H3.
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desprovista de marcas represivas,
indicando que la metilaciéon del ADN
es esencial para el establecimiento de
las modificaciones alélicas de histonas
durante el desarrollo temprano®.

Ademds de las modificaciones
permisivas y represivas en los alelos
opuestos de una DMR, en loci bajo
influencia de la impronta genética
se ha observado cromatina bivalente
caracterizada por la  expresion
especifica en cerebro*'*2. Los dominios
bivalentes se encuentran marcados
por H3K4me3 y H3K27me3 en el
mismo nucleosoma, lo que indica que
es un promotor silente preparado para
la transcripcion®*. Los dominios
bivalentes monoalélicos actuan como
otras regiones, excepto por el hecho
de encontrarse localizados inicamente
en el alelo no metilado. El dominio

Proteccion

@@

Espermatozoide Ovocito en Metafase Il

Establecimiento
AOF1/KDM1B
DNMT3L
DNMT3AB

bivalente monoalélico asociado con
las DMRs de Grb10/GRB10y Napll5
regula de manera negativa la expresion
cuando las marcas H3K4me3 'y
H3K27me3 se encuentran presentes de
manera conjunta, pero la cromatina del
tejido cerebral se encuentra marcada
unicamente por H3K4me3, siendo
este tejido el unico que expresa los
transcritos regulados por impronta
genomica’h414245,

2. Ciclo vital de la
Impronta gendmica

Como se ha mencionado con
anterioridad, la impronta gendmica
se establece de manera diferencial
en los gametos. Justo después de la
fertilizacion en el raton y en el estadio
de dos células en el humano, se produce

Blastula

ZFP57 s
TRIM28 DNMT1
DPPA3

Mantenimiento

1t
LT

Adulto

| Borrado

Células Germinales

Primordiales

Figura 2: Ciclo vital de los cambios epigenéticos en los /oci improntados de raton. La metilacion diferencial
se establece en la linea germinal y durante la reprogramacion preimplantacional son protegidas por los factores
de mantenimiento ZFP57 y DPPA3. A partir de ese momento, la metilacion se mantiene mediante la accion se-
miconservada de DNNT1-UHRF1. En las células germinales primordiales del embrion en desarrollo, la metila-
cion del ADN en las DMR improntadas se borra y el nuevo patron se reestablece de acuerdo al sexo del embrion.
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un proceso de reprogramacion
epigenética que afecta a la mayoria de
regiones excepto a aquellas reguladas
por impronta gendmica, cuya
metilacion asimétrica se mantiene en
el zigoto en cada division de sus células
somaticas'®*) (Figura 2). Mas adelante,
durante el desarrollo fetal, cuando las
células germinales primordiales (CGPs)
entran en la cresta gonadal, las marcas
epigenéticas, incluyendo las ICRs, se
eliminan y se restablece un nuevo perfil
de metilacion de manera especifica
segin el sexo del feto!. Durante este
proceso interactia una red compleja
de diversos factores que incluye Ia
metilacion del ADN, las modificaciones
de histonas, la transcripcion y los ARN
no codificantes (ARNnc).

El proceso de restablecimiento de la
impronta genémica es esencial para
el desarrollo del nuevo individuo.
La eliminacion de la metilacion
existente en las CGPs se produce por
desmetilaciéon pasiva dependiente de
replicacion?’ y por la oxidacién mediada
por TET de la metilacion del ADN a
5-hidroximetilcitosina (5hmC)*#°, Por
otro lado, la remetilacion se produce
de manera asincroénica en las diferentes
DMRs durante la gametogénesis de un
mismo individuo y ademas, el momento
de adquisicion de ésta metilacion es
diferente entre sexos: en varones se
produce antes del nacimiento, mientras
que en el caso de las hembras, tiene lugar
en los ovocitos detenidos en meiosis
después del nacimiento®!%335°, Estudios
en ratobn muestran que estos perfiles de
metilacion del ADN (tanto el materno
como el paterno) son establecidos por
Dnmt3a junto con su cofactor Dnmt313#,

Aunque Dnmt31 carece de actividad
citosina-metiltransferasa, la ausencia
de metilacion del ADN materno en
las DMRs germinales en ovocitos
Dnmt31” y su descendencia, demuestra
su papel clave en este proceso®®’. Por
el momento no est4 claro como Dnmt31
puede modular la metilacion de novo
del ADN en las DMRs, aunque existen
varias teorias; Dnmt3[ podria regular la
actividad de Dnmt3a estimulando de
manera directa su actividad enzimatica
o mediante la union de Dmnmit3l a
H3K4 sin metilar (H3K4me0) y el
posterior reclutamiento de Dnmt3a’5>!,
Estudios bioquimicos han mostrado
que el domino ADD de DNMT3L
interacciona con la histona H3, pero
unicamente cuando su lisina 4 se
encuentra no metilada*®. Por otro lado,
el complejo DNMT3A-DNMTS3L tiene
menor afinidad por la cromatina con
H4K4me2/3, modificacion histonica
opuesta a la metilacion del ADN.
Ademas, los ratones AofI1™", demetilasa
especifica de H3K4 que actua en Ia
linea germinal (también conocida como
Kdm1b), tienen defectos de metilacion
en algunas DMRs asociados a impronta
genomica (Mest, Grbl0, Plagll o
Impact)®. Debido a la similaridad entre
los fenotipos de los ratones Aof1"y la
descendencia de las hembras de raton
Dnmi3l”, (defectos en el desarrollo
y letalidad embrionaria compatibles
con defectos en la adquisicion de
la impronta gendmica), la teoria de
que DNMT3L module la actividad
enzimatica de DNMT3A mediante su
unién a H3K4meO coge fuerza®>>%)
(Figura 3).

Recientemente muchos estudios
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(A)

Eliminacién de la metilacién de la
K4 de la histona H3 en secuencia: <
ricas en CpG por AOF1/KDM1B

(8)

Reconocimiento de la H3K4 no
modificada por DNMT3L y
estimulation de DNMT3A

DNMT3L
PHD domain

Sy

Figura 3: Accion de KDM1B y posterior reconocimiento de la H3K4 sin modificar por el complejo
DNMT3L-DNMTS3A. (A) La enzima KDM1B desmetila la H3K4me2, una modificacion histonica que im-
pide la metilacion del ADN. (B) Después de la desmetilacion, la cola de la histona H3K4me0 es reconocida
por el dominio PHD-/ike de DNMT3L, que a su vez recluta la enzima DNMT3A.

han relacionado la transcripcion con
la adquisicion de la metilacion del
ADN en la linea germinal femenina,
sugiriendo que la transcripcion activa
puede contribuir a este proceso*®3+%,
En la impronta genémica, el
establecimiento de la metilacion del
ADN en algunas DMRs maternas
requiere la transcripcion a su través,
presumiblemente para la creacion de
un entorno de cromatina abierta que
permita el acceso de la maquinaria
de metilacion de novo a las
secuencias diana®. Experimentos por
truncamiento de los loci Igf2r, Gnas
y Snrpn, mediante la interrupcion de
la transcripcion debido a la insercion
de un casete de polyA+, han mostrado
que la ausencia de transcritos largos
especificos de ovocitos (o la de su
transcripcion activa) conlleva la falta de

adquisicion de la adecuada metilacion
del ADN336,

Ademas de las modificaciones de
histonas y la transcripcion, también
se ha descrito la participacion de un
tipo especifico de ARNnc, los ARNpi,
en la adquisicion de la metilacion del
ADN paternal en la DMR germinal
Rasgfrl, especifica del ratéon®. En
contraste con el dogma general para
las DMRs germinales, la metilacion
del ADN de novo en la DMR germinal
Rasgfrl no se basa en la actuacioén de
Dnmt3a, sino de Dnmt3b, que participa
principalmente junto con las proteinas
PIWI en la metilacion de novo del ADN
de retrotransposones en las células
germinales masculinas®’.

De manera general cabe destacar que
en las células germinales la metilacion




Capitulo 9: CAUSAS Y CONSECUENCIAS DE LOS DEFECTOS DE METILACION EN
MULTIPLES LOCI EN TRASTORNOS ASOCIADOS A LA IMPRONTA GENOMICA

de novo del ADN se establece por las
proteinas DNMT, tanto en los loci
regulados por la impronta gendmica
como en el resto de regiones*67:46:53),
Ademas, debemos de tener en cuenta
para los estudios a gran escala, que de
las diferencias en metilacion entre los
dos gametos, las cuales afectan a un
35% de sus genomas®*!?, unicamente
una pequefia fraccidon representa los
loci bajo influencia de la impronta
gendmica. A pesar de la existenciade
modificaciones de histonas y de la
transcripcion a través de las DMRs,
todavia no esta claro como las DNMTs
son capaces de distinguir estas regiones.
Una opcion seria que las propiedades
intrinsecas de las DMRs, tales como las
caracteristicas de secuencia, podrian
ser especificas para las DMR reguladas
por impronta gendmica. Estudios de
secuenciacion han descrito en algunas
de ellas un patrén de periodicidad para
el dinucledtido CpG, un dinucledtico
cada 8-10pb*®. Sin embargo, este
patrén no puede ser la caracteristica
clave, debido a que se encuentra
presente tanto en la isla CpG metilada
como en la no metilada®. Por lo tanto,
las caracteristicas de la secuencia de las
DMRs pueden facilitar la actividad del
complejo DNMT3A/DNMT3L, pero
no son suficientes para discriminar las
DMRs del resto del genoma.

2.1. Diferencias en el
establecimiento de la
impronta entre ratones
y humanos

En estudios sobre el andlisis del perfil
de la expresion génica en ovocitos

humanos en metafase Il no se detecto la
expresion del gen DNM3TL, sugiriendo
que la metilacion de novo que tiene
lugar en la célula germinal femenina
se realiza sin la participacion de esta
proteina, contrariamente a lo observado
en ratones donde DNMT3L tiene un
papel fundamental, posiblemente
regulando la actividad de las DNMTs
de novo**¥,  Posteriormente, de
forma similar a lo que ocurre en el
raton, el nivel de metilacion global
aumenta en el estadio de blastula
temprana coincidiendo con la deteccion
de ARN mensajero de los transcritos
de DNMT3A4 y B*. Como se explicara
mas adelante, datos obtenidos a partir
del estudio de unos pocos casos raros
en familias portadoras de mutaciones
recesivas en el gen NLRP7 han
mostrado que este gen podria estar
relacionado con un establecimiento
ausente o defectuoso de la metilacion
en la linea germinal. Como se discute
de forma maés extensa mas tarde en este
mismo capitulo, esta proteina, presente
de forma abundante en el ovocito,
carece de ortologo en raton®!.

2.2. Mantenimiento de la
metilacion alélica

En el embriéon preimplantacional,
la  metilacion parental especifica,
es decir, la transmitida desde los
gametos al embrion, se borra debido
a la reprogramacién epigenética,
concretamente, a una desmetilacion
global que afecta a todo el genoma
y cuyo resultado es una blastula
practicamente carente de metilacion’®2,
Para resistir a esta desmetilacion
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Figura 4: Representacién esquematica de los complejos implicados en la proteccion de la metilacion
asociada con la impronta genémica durante la reprogramacion pre-implantacional. (A) DPPA3 se une
de forma especifica a las regiones metiladas y enriquecidas en H3K9me2. Esta union resulta en la proteccion
de la metilacion del ADN frente a la desmetilacion mediada por TET3, que tiene lugar principalmente en el
prontcleo de origen materno. (B) Las DMRs improntadas que contienen el motivo compuesto por el hexanu-
cledtido TGCCmetGC estan protegidas frente al proceso de desmetilacion pre-implantacional por el complejo
proteico ZFP57-TRIM28. La metilacion del ADN y la de H3K9me3 estan mantenidas en estas regiones por

DNMTI1 y SETDBI, respectivamente.

masiva, tanto la impronta materna como
la paterna necesitan estar protegidas.
Dos proteinas han sido implicadas
en el mantenimiento de la metilacion
materna y paterna en las DMRs, una
es DPPA3 (también conocida como
PGC7/Stella) y la otra es la proteina con
dedos de zinc y caja KRAB, ZFP57.
Ambas proteinas estan conservadas
entre ratones y humanos®** (Figura 4).

Contrariamente a la oleada de
desmetilacion que tiene lugar en el
embrion pre-implantacional, existe otra
de metilacion de novo en el momento
de la implantacion durante la cual
el alelo no metilado de las DMRs
ha de estar protegido. Ademas de su
funcién como aislador, CTCF también
puede proteger secuencias gendmicas
frente a la metilacion del ADN®,
Sorprendentemente, mutaciones en el
sitio de unién de OCT4 en la ICR H19,
localizada en la region intergénica
IGF2-HI19 del cromosoma 11, han

desvelado un posible rol de esta proteina
en la proteccion de la metilacion, aparte
de su papel descrito anteriormente
como inductor de pluripotencia.

Ultimamente, se ha demostrado
que practicamente todos los alelos
no metilados en las DMRs estan
enriquecidos en H3K4me2/3, la
cual, como se ha mencionado con
anterioridad, previene la metilacion de
ADN?®343652 E| analisis comparativo
exhaustivo de la metilacion de las
DMRs tanto en ratones como en
humanos ha identificado diferencias en
la longitud de algunas de estas regiones
entre ovocitos maduros y tejidos
embrionarios. Este dinamismo asociado
al desarrollo es mas manifiesto en las
DMR metiladas paternalmente que en
aquellas que adquieren metilacion en
el ovocito, y ademas, sugiere que la
proteccion frente la metilacion de las
DMRs durante la reprogramacion peri-
implantacional no es total®®,
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3. Trastornos de la
impronta y anomalias
en la metilacion del
ADN

La secuencia completa del genoma
humano estd  disponible desde
2004978, Sin embargo, los mecanismos
moleculares por los cuales los genes
son selectivamente silenciados no se
han comprendido del todo atn. Las
alteraciones de las marcas epigenéticas
tanto globales como en regiones
especificas en distintas enfermedades,
pueden causar o contribuir al desarrollo
de un gran numero de trastornos
complejos. Concretamente, la
desregulacion de la impronta gendmica
ha sido ampliamente caracterizada
en los ID. Pero, la implicacion de la
impronta genomica en la enfermedad
no esta limitada tnicamente a los ID,
sino que la alteracion de la expresion
alelo-especifica ha sido descrita en
otros trastornos de tipo multifactorial
tales como el cancer o trastornos
metabodlicos®".

Como se ha senalado anteriormente,
durante el ciclo vital de la impronta
gendmica, las marcas de la impronta
han de ser establecidas de acuerdo con
el sexo del individuo tras el borrado de
las marcas pre-existentes y han de ser
mantenidas a lo largo de toda la vida.
Una alteracion en cualquiera de estos
procesos clave puede dar lugar a una
impronta genémica anémala mediante
la reactivacion del alelo originalmente
silenciado o el silenciamiento del alelo
previamente activo. Una vez haya
tenido lugar un error en la metilacion
asociada a la impronta genoémica, esta

metilacion andmala serd mantenida
durante el desarrollo somatico y estara
presente en multiples tejidos, ya que
el perfil de metilacion es fielmente
copiado durante la replicacion del
ADN.

Como hemos visto en los capitulos
previos, una impronta genOmica
defectuosa se puede dar como
consecuencia de una alteracion en
el perfil de metilacion de las DMRs
o de mutaciones en proteinas que
actlian en frans y estan implicadas en
este proceso epigenético. Aparte de
las causas epigenéticas, una impronta
andmala se asocia a menudo a
alteraciones genéticas como deleciones
cromosomicas, duplicaciones, disomias
uniparentales (UPD) o mutaciones
puntuales”. Actualmente se desconoce
si los defectos de metilacion asociados
a los ID son debidos a epimutaciones
primarias producto de alteraciones
del perfil de metilacion en las DMRs
improntadas, o bien consecuencia
de epimutaciones secundarias como
resultado de una mutacion en un
factor implicado en el establecimiento
o mantenimiento de la metilacion
improntada’™.

3.1. Diferentes etiologias
moleculares de los IDs

Los trastornos de la impronta gendémica
engloban a un grupo de enfermedades
humanas caracterizadas por una
alteracion del perfil normal de dicho
mecanismo epigenético. La frecuencia
de la causa subyacente, ya sea de origen
epigenético o genético/citogenético,
depende de cada trastorno en particular.
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Por ejemplo, aproximadamente el
50% de los casos de BWS presentan
una pérdida de metilacion (LOM) en
la region promotora de KCNQIOTI
mientras que tan solo el 1% se debe
a alteraciones citogenéticas. Por el

contrario, en el AS y PWS tinicamente
el 5% de los casos estan asociados a
una alteracion del perfil de metilacion,
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siendo las deleciones la causa mas
frecuente, responsable del 70% de los
casos. Los datos mas recientes sobre la
prevalencia de los IDs y la frecuencia
de la etiologia molecular responsable
de cada uno estan recogidos en los
capitulos dedicados a ellos a lo largo de
este libro (Tabla 1).
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Figura 5: Cariotipo humano que muestra la posicion de los dominios sometidos al control de la impron-
ta genémica y la frecuencia de hipometilacion de éstos en pacientes con ID con defectos de la impronta
genémica en miiltiples /oci. El tamafio de los circulos es proporcional a la frecuencia de hipometilacion de
cada Joci improntado. Los circulos blancos representan las DMRs primarias asociadas con cada ID. Puede
existir cierta imprecision en esta representacion debido a que inicamente se han tenido en cuenta los datos de
estudios que evaluan un minimo de 10 DMRs improntadas y a la distinta cobertura empleada en las diferentes
técnicas moleculares utilizadas, la representacion puede ser imprecisa. En azul se indican las DMR derivadas
de la linea germinal masculina y en rojo las de la femenina.
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A pesar de que la mayoria de estas
enfermedades estdn asociadas a una
alteracion (epi)genética de un Unico
locus improntado, recientemente se
ha observado la afectacion del perfil
de metilacion en multiples DMRs
improntadas en pacientes con los
siguientes IDs: TND, BWS, SRS y
PHP1B (Figura 5). Sin embargo, se
desconoce la causa genética subyacente
asociada con la gran mayoria de estos
casos , asi como la extension exacta
del defecto en la metilacion ya que tan
solo se han evaluado unas pocas DMRs
improntadas.

4. Defectos de la
impronta en multiples
loci por ID

4.1. Cromosoma 6- TND

La Diabetes Mellitus Transitoria
Neonatal (TND) (OMIM 601410) es
una enfermedad rara que se diagnostica
generalmente entre los primeros dias
a semanas de vida extrauterina y es
causada por la pérdida de la impronta
genémica del dominio PLAGLI™.
La mayoria de pacientes son nifios a
término que presentan una restriccion
del crecimiento intrauterino severa con
un peso al nacer que oscila entre 1,5 y
2,5 Kg y Diabetes Mellitus Neonatal,
caracterizada  por  hiperglucemia
y  glucosuria sin  cetoacidosis’®.
Normalmente, los pacientes de TND
necesitan tratamiento insulinico durante
los tres primeros meses de vida, tras
el cual, en la mitad de los casos la
enfermedad remite, mientras que la

otra mitad presenta recaidas después
de un periodo aproximado de 14 afios,
coincidiendo con la adolescencia o
madurez temprana. Dentro de este
ultimo grupo, la mayoria de los casos
manifiesta una diabetes permanente con
sintomatologia compatible con diabetes
de tipo I”7. Una descripcion competa de
las caracteristicas clinicas de TND se
puede encontrar en el capitulo 2.

A nivel molecular, la TND esta causada
por una sobre-expresion de los genes de
expresion paterna PLAGLI y HYMAI
Esta sobre-expresion puede ser debida
a tres mecanismos diferentes: disomia
uniparental paterna del cromosoma
6 [pat(6)UPD, 41% de los casos],
duplicacion paterna de la region
6924 (29%) o hipometilacion del
alelo materno de la DMR improntada
asociada a PLAGLI (30%)7%°. Ademas,
curiosamente, la mitad de los pacientes
con defectos de la metilacion también
presentan hipometilacion en otras DMRs
de metilacién materna. Esta afectacion
multiple fue descrita por Mackay y
sus colaboradores como Sindrome
de Hipometilacion Materna (HIL,
hypomethylation at imprinted loci)®'.
Dos afios mas tarde de la descripcion de
este sindrome, una investigacion llevada
a cabo por el mismo grupo mostro que la
mitad de los casos de TND acompanada
de hipometilaciéon en multiples loci
presentaban mutaciones recesivas en
el gen ZFP57. Resulta interesante que
los individuos con HIL sin alteraciones
genéticas en ZFP57 mostraban un
fenotipo mas severo que aquellos
individuos que si las presentaban,
detectandose frecuentemente en los
casos mas severos hipometilacion en
las DMRs asociadas a DIRAS3, IGF2R,
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MEST, KCNQIOTI, IGFIR, ZNF331,
WRB and NHP2LI1%. No obstante,
cabe sefialar que los loci afectados y su
frecuencia podrian variar en funcion de
las investigaciones realizadas, pues las
conclusiones expuestas anteriormente
son el resultado obtenido a partir del
analisis de metilacion de genoma
completo de unicamente dos cohortes
independientes de pacientes con ID.

A nivel fenotipico, los casos de TND
que presentan una pérdida de metilacion
en multiples Joci son practicamente
imposibles de distinguir de otros
subgrupos de TND?3'¥, aunque los
pacientes con HIL muestran con mayor
frecuencia manifestaciones clinicas no
asociadasaladiabetes,comodificultaden
el aprendizaje, hipotonia, macroglosia,
hernia  umbilical 'y cardiopatias
congénitas®**. De los 14 casos descritos
con mutaciones en ZFP57, todos ellos
presentan una progresion clasica del
trastorno, sugieriendo que no existe
una correlacion evidente entre los loci
afectados y la gravedad del fenotipo.
Las diferencias de fenotipo entre los
individuos con HIL con mutaciones en
ZFP57 y el grupo con HIL idiopatico
podrian ser debidas a mutaciones
recesivas adicionales en estas familias,
ya que presentan un alto grado de
consanguinidad.

4.2. Cromosoma 11pl15- BWS

El sindrome de Beckwith-Wiedemann
(BWS) (OMIM 130650) es un
trastorno del crecimiento caracterizado
por macrosomia, macroglosia,
visceromegalia, pliegues en el
lobulo de las orejas, hipoglucemia,

hemihipertrofia, defectos en la pared
abdominal y un riesgo incrementado de
padecer tumores infantiles®*. Como se ha
descrito en el capitulo 4, las alteraciones
moleculares subyacentes a este sindrome
implican dos dominios improntados
distintos, ambos localizados en el
cromosoma 11. La alteracion molecular
mas frecuente es la hipometilacion
esporadica de la DMR asociada a
KCNQIOT! (también conocida como
KvDMR1, ICR2). No obstante, la
hipometilacion de esta regioén no es la
unica alteracion epigenética responsable
de este sindrome, ya que también puede
ser debido a una ganancia de metilacion,
pero esta vez en la DMR intergénica
HI19 ICR. El resto de casos de BWS
presentan  anomalias  citogenéticas
raras asi como mutaciones en el gen
CDKNIC*®,

La primera confirmaciéon molecular de
LOM en miltiples loci corresponde a
Arima y sus colaboradores en 2005, con
la descripcion de dos individuos con
TND que presentan hipometilacion tanto
enla DMR PLAGLI como en KvDMRI,
la regién principal asociada a BWS®. En
este mismo estudio, resultd interesante
observar que los dos pacientes de TND
presentaban una etiologia molecular
diferente, uno de ellos una pat(6)UPD,
y el otro la clasica mutacion asociada a
la DMR PLAGLI. Este tltimo padecia,
ademas de la clasica sintomatologia
asociada a TND, una hernia umbilical
y macroglosia, manifestaciones
observadas frecuentemente en pacientes
con BWS.

Partiendo de este estudio, varios grupos
han confirmado el defecto de metilacion
en multiples loci en diferentes cohortes
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de pacientes de BWS, con una frecuencia
aproximada de un 30% en aquellos
con alteracion del perfil de metilacion
en la region KvDMRI™3#91%5  Sin
embargo, esta pérdida de metilacion
en DMRs adicionales no es exclusiva
de pacientes con hipometilacion de
KvDMRI, ya que dos estudios recientes
la han descrito en pacientes con
hipermetilacion de HI19 ICR**. Los
defectos de metilacion en multiples /oci
improntados observados en las cohortes
de BWS presentan notables diferencias
con los observados en pacientes con
TND, ya que se dan tanto pérdidas
como ganancias de metilacion en
DMRs maternas y paternas. Las DMRs
de metilacion paterna asociadas a los
genes ZBDF2, NESP y ZNF597/NAA60
presentan ganancia de metilacion en
un subgrupo de pacientes de BWS8>%,
Esta adquisicion de metilacion se podria
atribuir a una pérdida de metilacion
concomitante de DMRs cercanas que
presentan metilacion de origen materno,
como las DMRs asociadas a GPRI-
AS, GNAS y ZNF597, y que, como se
ha descrito, son capaces de regular la
metilacion de estas DMRs somaticas de
un modo jerarquico®?%.

Apesarde que lastécnicas utilizadas para
determinar los defectos de metilacion en
multiples loci asociados a la impronta
gendmica varian entre laboratorios,
las DMRs que estan alteradas con mas
frecuencia en pacientes de BWS son
aquellas asociadas a los genes PLAGLI,
GRB10, MEST, GNAS, IGF2R vy
ZNF33]138210 Resulta interesante
destacar que la region maternalmente
metilada localizada en el intrén 2 del
gen IGF2R puede estar tanto hiper
como hipometilada en pacientes de

BWS y TND!#821% Eg probable que
este fenomeno sea el resultado de un
suceso estocastico ya que esta alteracion
también ha sido observada, aunque
con una baja frecuencia, en individuos
control!%,

Varios estudios han mostrado que las
DMRs asociadas a SBW, H19 ICR y
KvDMRI1, pueden estar hipometiladas en
el mismo paciente. Estas observaciones
a priori contradictorias significarian
que este individuo podria padecer un
retraso en el crecimiento, tal y como se
observa en pacientes de SRS, debido
a la hipometilacion de la primera
region, o por el contrario, podria
presentar una macrosomia debido a
la hipometilacion de KvDMRI529%%,
Se desconoce el motivo por el cual un
sindrome se manifiesta y el otro no. Esta
cuestion llevo a Azzi y colaboradores a
plantear que la regién con una mayor
hipometilacion es la que ocasiona el
fenotipo dominante®®. Esta propuesta
estd respaldada por el hecho que
pacientes de BWS con hipometilacion
adicional en la region PLAGLI y GNAS
no tienen historia clinica relaciona con
TND o pseudohipoparatiroidismo,
respectivamente®>*>%, La mayoria de
pacientes de BWS con defectos en
multiples loci improntados (MLMD)
no presentan ninguna manifestacion
clinica adicional®»'®. No obstante,
dos estudios con una gran cantidad de
informacion fenotipica, mostraron que
el retraso en el desarrollo, el control
anormal de la glucemia y la presencia de
malformaciones congénitas adicionales
eran ligeramente m4s prevalentes en
pacientes con alteracion de multiples
loci improntados que en el resto®>%.
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4.3. Cromosoma 11p15- SRS

El sindrome de Silver Russell (SRS)
(OMIM 180860) es wun trastorno
clinicamente heterogéneo caracterizado
porunaseverarestricciondel crecimiento
intrauterino y un crecimiento postnatal
deficiente. Aproximadamente el 40%
de los pacientes de SRS presenta una
hipometilaciéon de HI9 ICR, regién
paternalmente metilada de 6 kb, situada
entre los genes H19 e IGF2'"', mientras
que un 10% presenta una mat(7)
UPD!®, Se han descrito defectos en
multiples /oci improntados en un 15%
de los casos de SRS que presentan
hipometilacion de H/9 ICR y en ellos
se detecta alteracion de la metilacion
de un conjunto comtin de DMRs. Estas
DMRs son aquéllas que estan asociadas
a los genes DIRAS3, PLAGLI, GRBI0),
MEST, IG-DMR, ZNF331, WRB and
NH2PL38293.103104 - Por tanto, al igual
que sucede en pacientes de BWS con
MLMD, los pacientes de SRS presentan
alteracion de DMRs adicionales tanto
maternas como paternas. Curiosamente,
la  hipometilacion  observada en
pacientes de SRS es a menudo menos
pronunciada que la observada en otros
IDs con MLMD?". Esta observacion es
probablemente debida al alto grado de
mosaicismo descrito en SRS!%,

Recientemente, se han descrito pacientes
de SRS con hipometilacion en las DMRs
asociadas a H19 y KvDMRI. En 2010,
Begemann y sus colaboradores llevaron
a cabo el andlisis molecular de tres
casos que presentaban hipometilacion
en ambas regiones. Curiosamente, uno
de ellos tenia ademas afectada la DMR
asociada a MEST'. En este estudio,
también llamaba la atencion que, aparte

de que uno de estos pacientes presentaba
una hernia umbilical, en ninguno de ellos
se identificaron manifestaciones clinicas
propias del BWS. En la mayoria de
casos, por tanto, no se pueden distinguir
a nivel fenotipico aquellos pacientes
SRS que presentan hipometilacion
unicamente en la DMR intergénica H/9
de aquellos que presentan afectacion
de varios loci®**. Algunos trabajos, sin
embargo, apuntan a que los pacientes
de SRS con MLMD podrian presentar
una menor alteracion del crecimiento
(microsomia) y un incremento de la
prevalencia en retraso del desarrollo y
otras anomalias congénitas®®>.

Recientemente, se han  descrito
epimutaciones en el  dominio
improntado de la regionl4q32.2,

concretamente, en /G-DMR y en la
DMR asociada al promotor del gen
MEG3 en dos individuos con SRS.
Esta region ha estado tradicionalmente
asociada al sindrome de Temple'® (ver
capitulo 5). A pesar de ello, estos dos
individuos manifestaban un fenotipo
tipico de SRS™. Estos dos sindromes
comparten caracteristicas fenotipicas
como bajo peso al nacimiento, relativa
macrocefalia, asimetria corporal y
dificultades en la alimentacion. Es
interesante que se haya descrito también
hipometilacion de las dos DMRs
mencionadas anteriormente en otro
paciente de SRS, pero con mat(7)UPD
en lugar de hipometilacion de la region
HI19 ICR'". Aunque este hecho podria
representar una coincidencia casual,
este hallazgo apunta la posibilidad de
que los dos mecanismos moleculares
que dan lugar a un mismo fenotipo
ocurran en paralelo, quizd mediante
una interaccion fisica entre estos dos
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dominios improntados tal y como se ha
descrito para otros dominios regulados
por impronta'®, La existencia un posible
mecanismo de metilacion que actie en
trans sobre varias DMRs localizadas
en cromosomas distintos, tal y como
sugiere el caso anterior, no descartaria la
identificacion de mas casos con MLMD
en pacientes con UPD.

4.4. Cromosoma
15g11- AS/PWS

Los sindromes de Angelman (AS)
(OMIM 105830) y de Prader-Willi
(PWS) (OMIM 176270) representan
dos afecciones genéticas distintas
causadas por alteraciones en el domino
improntado localizado en la region
15q11-13. Ambos trastornos son
frecuentemente causados por deleciones
intersticiales heterocigotas que dan lugar
a fenotipos distinguibles dependiendo
de su origen parental. Mientras que el
AS estd asociado con la falta de herencia
materna del dominio 15q11-13 debido a
deleciones de origen maternal, pat(125)
UPD vy alteraciones de la impronta o
bien con mutaciones en el gen UBE34,
el PWS esta asociado con la pérdida de
la herencia paterna del mismo intervalo
gendmico ya sea por delecion de origen
paterno o mat(15)UPD (véase capitulos
6 y 7 para una completa descripcion).
Ademas de estas dos condiciones
existe una tercera. Varios estudios
han descrito un total de cuatro casos
clinicos con caracteristicas fenotipicas
compatibles con el PWS pero con un
diagnéstico molecular propio del AS.
Esta condicion se conoce como “Prader-
man”'®!"' " Estos cuatro pacientes
presentaban una pérdida parcial de la

metilacion de la DMR asociada al gen
SNRPN. Unicamente se ha descrito un
caso de AS con MLMD que presenta
hipometilacion en KvDMRI y las
DMRs asociadas a PEG3 y GNAS con
un fenotipo complejo donde se solapan
caracteristicas de BWS y SRS!'?, Hasta la
fecha, no se ha descrito ningun paciente
de AS que presente hipometilacion de
la DMR SNRPN y MLMD. Esto puede
ser debido a que este tipo de alteracion
es poco frecuente en AS, ya que
unicamente han sido descritos cuatro
pacientes de AS con hipometilacion de
DMR SNRPN hasta el momento®. La
baja frecuencia de hipometilacion de la
DMR SNRPN destaca también en otros
IDs con MLMD. En este contexto, en
los ultimos aflos tan solo se han descrito
cinco casos con esta alteracion, dos
casos de SRS*%, dos de BWS'># y un
caso aislado de TND".

4.5. Cromosoma
20qg13- PHP-IB

El pseudohiperparatiroidismo (PHP)
(OMIM 603233) es una enfermedad
rara y heterogénea caracterizada
por hipocalcemia, hiperfosfatemia y
unos elevados niveles de hormona
paratiroidea o parathormona (PTH).
Los pacientes con PHP se puede
clasificar en diferentes grupos (1A, 1B,
1C y 2) atendiendo a su mecanismo
patogénico y fenotipo (véase capitulo
8). La forma mas comin de esta
enfermedad es la 1B (OMIM 603233)
caracterizada por una resistencia a la
PTH vy, en algunos casos, a la hormona
estimulante de la tiroides o tirotropina
(TSH) sin osteodistrofia hereditaria
de Albright. La mayoria de casos de
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Tabla 1. Diferentes etiologias moleculares de los IDs y frecuencia de los defectos de im-
pronta genémica de multiples loci. Los trastornos congénitos conocidos asociados con de-
fectos en los loci improntados, sus frecuencias, y los hallazgos moleculares y clinicos asocia-
dos. (LOM - perdida de metilacién; GOM — ganancia de metilacion; SI — Sin informacion;
UPD: disomia uniparental; RCIU: retraso del crecimiento intrauterino; dup: duplicacion)

Region Alteraci Frecuen- | Defectos en Caracteristi
Enfermedad Cromo- eraciones cias esti- | multiples aractenisticas
. moleculares , clinicas
somica madas loci
UPD(6)mat
Diabetes Me- 40% Diabetes tran-
1litus Neonatal pat(6q)dup - sitoria. RCIU
Transitoria 30% hipergllucemi’a
6q24 LOM en 0 ) sin cetoacido-
(TND) PLAGL1 30% sis, macroglo-
~50% L
(OMIM 601410) Mutaciones en | 50% sy, oiiliossls
ZFP57
7 UPD(7)mat 7-10% 1 caso
UPD(11)mat Casos Relkmss @ @l
Laos > crecimiento
7 mat(11p15)dup pre y postnatal
S%ndrome de Casos - macrocefalia '
(Sslizg;-Russeu 11p15.5 LOM en H19 raros hemih@p otrofia,
. ~15% cara triangular,
Mutaciones en | ~40% dificultades en
(OMIM 180860) CDKNIC la alimentacion
Algunas
Diploidia uni- | familias
parental ma-
terna n=1
Retraso en el
Sindrome de desarrollo,
Birk Barel 824 Mutaciones en | Algunas | disfagia, hi-
q KCNK9 familias potonia, hipe-
(OMIM 612292) rinsulinismo
transitorio
Retraso del Retraso en el
crecimiento crecimiento
intrauterino, pre y postnatal,
displasia me- displasia me-
tafisaria, hipo- 11p15.5 | Mutaciones en Algunas tafisaria, hipo-
plasia adrenal P> T cprNiC familias plasia adrenal

congénita y
anomalias geni-
tales (Sindrome
IMAGe)

(OMIM 614732)

congeénita, di-
ficultades en la
alimentacion,
hipoglucemia
y anomalias
genitales
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Tabla 1. Diferentes etiologias moleculares de los IDs y frecuencia de los defectos de im-
pronta genémica de multiples loci. Los trastornos congénitos conocidos asociados con de-
fectos en los loci improntados, sus frecuencias, y los hallazgos moleculares y clinicos asocia-
dos. (LOM - perdida de metilacién; GOM — ganancia de metilacion; SI — Sin informacion;
UPD: disomia uniparental; RCIU: retraso del crecimiento intrauterino; dup: duplicacion)

Region g Frecuen- | Defectos en foar
Alteraciones g g P Caracteristicas
Enfermedad Cromo- cias esti- | multiples oo
. moleculares , clinicas
somica madas loci
UPD(11T)pat 0% Sobrecreci-
(o) 1 t
Diploidia uni- - e
o y postnatal,
parental pa- ~10% li
organomegalia,
e macroglosia,
Sindrome de onfalocele,
Beckwith-Wie- COM en HI9 59 hipoglucemia
demann (BWS) |11p15.5 LOM en KoD- ° - neonatal, he-
o mihipertrofia,
(OMIM 130650) MR1 50% ~30% incremento en
Mutaciones en | 5% el riesgo del
CDKNIC - desarrollo de
Una Severo tumores
Mutacién en familia
NLRP2
Retraso en el
crecimiento
pre y postna-
Sindrome de UPD(14)mat 80% - tal, hipotonia,
T 1 dificultades en
emple del14q32 9% = la alimentacion
durante la
(OMIM 616222) LOM en MEG3 |11% Si infancia, obesi-
dad troncular,
escoliosis, pu-
bertad precoz
14q32
RCIU, poli-
hidramnios,
Sind d UPD(14)pat 650% defectos en la
a - .
et |
del14q32 20% - naly o ca
6
(OMIM 608149) e o
GOM en MEG3 |15% Si T

costillas ensan-
chadas en la
parte inferior
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Tabla 1. Diferentes etiologias moleculares de los IDs y frecuencia de los defectos de im-
pronta gendmica de multiples loci. Los trastornos congénitos conocidos asociados con de-
fectos en los loci improntados, sus frecuencias, y los hallazgos moleculares y clinicos asocia-
dos. (LOM - perdida de metilacion; GOM - ganancia de metilacion; SI — Sin informacién;
UPD: disomia uniparental; RCIU: retraso del crecimiento intrauterino; dup: duplicacién)

Region

Frecuen-

Defectos en

Enfermedad Cromo- glgf:::;g?:; cias esti- | multiples S?:Eg:;nsncas
sOmica madas loci
UPD(15)pat
1-2% - Discapacidad
del15q11q13 intelectual,
Sindrome de 75% - microcefalia,
Angelman (AS) LOM en carencia de
(OMIM 105830) SNRPN ~3% 1 caso habla, risa sin
motivo, ataxia,
Mutaciones en |5-10% - convulsiones
BE3A
15q11- UBE3
13 Retraso en el
crecimiento
UPD(15)mat a0 _ postnatal, re-
Sindrome Prad- 25-30% traso mental
er-Willi (PWS) dell5q 11q13 ® leve, hipotonia
70-75% |- neonatal, hi-
(OMIM 176270) GOM en 19 1 caso pogenitalismo,
SNRPN ? hipopigmenta-
cién, obesidad/
hiperfagia
Pubertad pre- Familias
coz central 2 .
15q11- | Mutaciones en |raras Pubertad pre-
(95t 18 MKRN3 coz
(OMIM 615346)
Mola hidatifor- Proliferacion
me recurrente Mutaciones en | ~70 fa- anormal del
familiar (MHR) | 19q13.4 NLRP7 milias Severo trofoblasto
sin tejido fetal
(OMIM 231090) reconocible
Resistencia a
PTH y otras
hormonas;
Pseudohino Osteodistrofia
€ p UPD(20)pat hereditaria
aratiroidismo Se desco- de Albright,
})PHP) 20q13 | Defectos de noce ~12.5% osificaciones
metilacion en subcutaneas,
(OMIM 603233) GNAS trastornos de

la conducta
alimentaria,
crecimiento
anormal
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Tabla 1. Diferentes etiologias moleculares de los IDs y frecuencia de los defectos de im-
pronta gendmica de multiples loci. Los trastornos congénitos conocidos asociados con de-
fectos en los loci improntados, sus frecuencias, y los hallazgos moleculares y clinicos asocia-
dos. (LOM - perdida de metilacién; GOM — ganancia de metilacion; SI — Sin informacion;
UPD: disomia uniparental; RCIU: retraso del crecimiento intrauterino; dup: duplicacion)

Region g Frecuen- | Defectos en G
Alteraciones . . S 1as Caracteristicas
Enfermedad Cromo- cias esti- | multiples P
. moleculares , clinicas
somica madas loci
Retraso en el
Casos crecimiento
mat(20)UPD 20 UPD(20)mat raros - prey postnatal,
insuficiencia en
el crecimiento

PHP1B presentan una paternalizacion
de la DMR maternalmente metilada
localizada en el dominio improntado
GNAS en el cromosoma 20, sugiriendo
que la pérdida de la impronta es la base
patogénica de este trastorno''*!'4, Los
defectos de metilacion de multiples /oci
tienen lugar de forma rara en pacientes
esporadicos, pero cuando se dan, se
observa hipo- e hipermetilacion tanto
en DMRs de metilacion paterna como
materna®>!'>!"®, No se ha descrito que
estos defectos de metilacion adicionales
tengan efecto sobre el ritmo de
crecimiento, indice de masa corporal
o medidas bioquimicas. Las ftnicas
caracteristicas atipicas observadas en
pacientes de PHP1B con MLMD han
sido hipercolesterolemia en un paciente
que presentaba hipometilaciéon en la
DMR asociadaal gen MESTy, restriccion
del crecimiento y baja estatura en un
paciente con hipometilacion de las
DMRs asociadas a IGF2R y ZNF331%,

5. Mosaicismo de
metilacion en IDs

El mosaicismo somatico se define como

la coexistencia de dos poblaciones de
células genéticamente distintas en un
mismo individuo o un mismo tejido,
procedentes del mismo zigoto pero
derivadas deunaalteracion postzigdtica.
A nivel clinico, el mosaicismo ha
sido a menudo subestimado debido
a que las discretas diferencias que
puede provocar en las caracteristicas
fisicas han sido tradicionalmente
atribuidas a la variacion normal
existente entre individuos. Sin
embargo, Fraga y sus colaboradores
mostraron que el mosaicismo a nivel
de metilacion del ADN representa el
mecanismo principal en la aparicion de
discrepancias fenotipicas entre gemelos
monocigoticos!!’.

Antes de que se realizaran estudios
en cohortes de IDs basados en la
metilacion, practicamente casi todos los
casos de mosaicismo somatico fueron
identificados gracias a la deteccion
de anomalias visibles, normalmente
aquéllas que implicaban hipertrofia o
pigmentacion anormal y que, a nivel
molecular, estaban asociadas a la
presencia de UPD!'312°. Sin embargo,
estudios posteriores mas detallados
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del ADN derivado de diferentes
tejidos mostraron que los pacientes
con IDs presentan diferentes grados
de mosaicismo a nivel de metilacion
del ADN segtn el tipo celular'®. La
mayoria de los defectos de metilacion,
tanto los asociados a defectos en una
unica region como aquellos asociados
a MLMD, presentan mosaicismo
somatico. Unicamente unos pocos casos
de IDs debidos a epimutacion presentan
una absoluta hipo- o hipermetilacion en
las DMRs afectadas®®2,

De forma parecida a la deteccion de
UPDs somaticas, la contaminacion
por células normales disminuye la
frecuencia observada de mosaicismo
relativo a epimutaciones. Ademas,
el nivel de mosaicismo en sangre
no siempre refleja el nivel existente
en otros tejidos, llevando a generar
falsos resultados negativos'®!?!, El
porcentaje de mosaicismo tampoco
estd necesariamente correlacionado
con la gravedad del fenotipo ya que
una epimutacion puede tener un
impacto mayor sobre el fenotipo
segun la regulacién y el nivel de la
expresion en los tejidos!'®. Por ejemplo,
la expresion del gen /GF2 es alta en la
parte mesodérmica de la lengua, pero
practicamente es indetectable en células
sanguineas circulantes”’. Por lo tanto,
se podria predecir que la expresividad
clinica serd mayor si se existe un mayor
porcentaje de células epimutadas en
tejidos con expresion activa del gen
involucrado, en este caso la lengua, que
en aquellos en los que es silente, como
la sangre. Esto es precisamente lo que
Alders y sus colaboradores describieron
cuando observaron un perfil de

metilacién anémalo en tejido de lengua
extirpado pero no en los linfocitos del
mismo individuo en tres pacientes de
BWS?.

Se han descrito también perfiles de
metilacion aberrante en gemelos
monozigdticos discordantes, donde
uno de los dos gemelos padecia un
ID clasico mientras que el otro no.
Dos estudios de BWS en los que se
llevé a cabo un analisis molecular
minucioso pusieron de relieve que
la  hipometilacion de KvDMRI
propia de este sindrome unicamente
estaba presente en sangre en los dos
hermanos, mientras que en el resto de
tejidos analizados no estaba presente
en el hermano sano®°?. Este hecho
podria ser debido a la circulacion
sanguinea parcialmente compartida en
la etapa intrauterina'??. Este fenomeno
también se ha descrito en gemelos
discordantes en SRS, donde el perfil de
metilacion anormal fue observado en
sangre en los dos hermanos, mientras
que la alteracion fue exclusivamente
observada en saliva y fibroblastos de
piel en el hermano afectado!®.

6. Mayor incidencia de
defectos en multiples
loci tras la utilizacion

de técnicas de
reproduccion asistida

En algunos paises occidentales,
del 1-3% de todos los nacimientos
son concebidos siguiendo técnicas

de reproduccion asistida (TRA)
como la inyeccion citoplasmatica
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de espermatozoides (ICSI) y Ia
fecundacion in vitro (FIV)'%. Durante
los ultimos 35 afios, estas técnicas
se han utilizado ampliamente con
resultados exitosos y presumiblemente
de manera segura. Sin embargo,
se desconocen los mecanismos
moleculares implicados en el éxito o
fracaso de los embarazos por TRA. Las
primeras investigaciones sugieren que
los nifios nacidos como resultado de
TRA tienen un mayor riesgo de padecer
enfermedades con etiologia epigenética
incluyendo los trastornos de Ia
impronta gendmica, y en los ultimos
aflos se han identificado diversos
pacientes AS con hipometilacion en
la DMR de SNRPN y otros con BWS
con LOM de KCNQIOTI1'*'?7. En un
extenso estudio epidemioldgico con
seguimiento molecular se encontrd
que la frecuencia del uso de TRA en
enfermos con BWS y SRS era mayor
de lo esperable. Ademas, mediante la
determinacion exhaustiva de los perfiles
de metilacion de estos pacientes, se
pudo observar que los defectos de
impronta gendémica en multiples loci
eran mas prevalentes en casos de TRA
en comparacion a aquellos concebidos
de manera natural®®. Otros autores
muestran un incremento en la aparicion
de hipometilacion en KCNQIOTI
después de TRA, de forma que un
37,5% de los pacientes BWS fruto de
embarazos mediante TRA muestran
anomalias en la metilacién frente a
un 6,4% de pacientes concebidos de
manera natural'?®, Estudios posteriores
con la misma cohorte de pacientes con
BWS también revelaron mas defectos
multiples en la impronta gendémica
(en mas de un Joci) en el grupo

concebido mediante TRA!'®, Estas
observaciones, sin embargo, no se
replicaron en dos estudios adicionales
en los cuales se observo una frecuencia
similar de errores epigenéticos entre
pacientes concebidos mediante TRA
y naturales®®?. Cabe sefialar que
estos estudios, de forma similar a la
mayoria de ensayos de metilacion
en multiples DMRs reguladas por

impronta  gendmica, cuantificaron
diferentes regiones, y quizd por
esta razon obtuvieron resultados

diferentes, ya que puede que no todas
las DMR se vean afectadas de la
misma manera. De todos modos, se
ha de destacar que esta asociacion
entre la utilizaciéon de técnicas de
reproduccion asistida 'y  defectos
epigenéticos en la descendencia no
tiene por qué ser debida al proceso de
manipulacion de los gametos mediante
la utilizaciébn de estas técnicas. Es
posible que los defectos epigenéticos
puedan hallarse de manera intrinseca
en los gametos de los pacientes con
problemas de fertilidad que optan por
tener descendencia mediante TRA o
bien que la combinaciéon de los dos
factores de riesgo pueda generar este
incremento en la incidencia de defectos
en multiples loci'®.

7. BUsqueda de
mutaciones en factores
con mecanismos de
actuacién en frans

Con el fin de identificar los insultos
genéticos subyacentes responsables
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de los defectos en la impronta
gendémica en multiples loci, existen
numerosos estudios donde se han
realizado cribados mutacionales de
genes candidatos. En ellos se han
secuenciado genomas de pacientes
con defectos en la impronta gendomica
en busca de mutaciones en alguna
o todas de las regiones codificantes
de ZFP57, DNMT3L, DNMTI,
MBD3, DPPA3, NLRP7, NLRP7,
KHDC3L y TRIM28°%96:103.105130  Se
han identificado muy pocas variantes
patologicas, a excepcion de los
pacientes con TND con pérdida de
metilacion en multiples loci, el 50%
de los cuales tienen una mutacion
recesiva en ZPF577482,

7.1. La proteina ZFP57
es necesaria para
la proteccion de la
metilacion regulada
por impronta
gendmica

El gen ZFP57 codifica una proteina
de dedos de zinc con un dominio
denominado kriippel-associated box
domain (KRAB) que se localiza en
la regiéon 6q22.1 en humano, y en
la 17qBlen raton. A diferencia de
muchos genes ZNF, ZFP57 no forma
parte de ninguna gran agrupacion
con otros miembros de la misma
familia'!. En el raton, las mutaciones
de origen materno que resultan en la
pérdida de la proteina ZFP57 en el
cigoto en desarrollo (F1 Zfp57" de
madres Zfp577") son parcialmente
letales, mientras que la eliminacion
de la funcion tanto en la madre como

en el zigoto (F1 Zfp57" de madres
Zfp57") causan letalidad embrionaria
completa®. En  células madre
embrionarias de raton (mES — por sus
siglas en inglés), ZFP57 y TRIM28
se unen a todas las DMRs conocidas
reguladas por impronta gendmica,
sugiriendo que ZFP57 recluta al
complejo correpresor que incluye la
metiltransferasa de H3K9 SETDBI
y la proteina de la heterocromatina
HPlg hacia  secuencias diana
especificas'3?. En consonancia con esta
teoria, se ha observado que ZFP57 es
necesario para el mantenimiento de
la metilacion alélica del ADN (en las
regiones /g-DMR, Snrpn, Pegl, Peg3,
Nnat, Gnas, Rasgrfl y Kcnqlotl pero
no en H19 olgf2r/Airn) y la metilacion
histonica de H3K9me3 en las DMRs
asociadas a impronta gendémica®*!3,

Se han descrito pacientes con
mutaciones homocigotas 0
heterocigotas compuestas en ZFP57
en un total de 13 familiag7#82133134
que habian sido identificadas por
presentar TND como resultado de
la hipometilacion en la DMR de
PLAGLI y por tener ademas pérdida
de metilacion adicional en otras
regiones maternalmente metiladas
de genes regulados por impronta
gendémica'>’*82, En la mayoria de
casos, los defectos de metilacion
parecen ser mosaicos, indicando que
ZFP57 se encuentra involucrado en
el mantenimiento de la metilacién en
las regiones reguladas por impronta
genomica durante la reprogramacion
preimplantacional, de manera similar
a como actua en raton. Sin embargo,
pese al analisis detallado del perfil
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de metilaciéon de todo el genoma
obtenido mediante chips, Uinicamente
un pequefio subconjunto de DMRs
(PLAGLI, GRBI0 e invariablemente
PEG3, NAPILS5, GNAS y NHP2LI)
muestran pérdida de metilacion!37482,
A pesar de que la proteina ZFP57 de
raton y humana son funcionalmente
intercambiables in vitro'?’, estos datos
sugieren una redundancia funcional
parcial, en humanos, con otros
miembros de la superfamilia ZFP.

7.2. Modelos de
mutaciones en el gen
/FP57 humano

La proteina ZFP57 humana consta
de 516 aminoacidos, mientras que la
homologa en raton tiene Unicamente
421, ya que contiene s6lo 5 de los 7
dedos de zinc Cys2His2 (ZFs por sus
siglas en inglés) de los descritos en el
humano. Por lo tanto, estas proteinas
comparten relativamente poca
identidad aminoacidica a excepcion
de las regiones que comprenden el
dominio KRAB-A y los ZFs comunes
(el tercero y cuarto en humano, y
el primero y segundo en ratoén). Se
piensa que estos ZFs homologos dan
a la proteina su especificidad de union
al ADN. Experimentos de ChIP-seq en
mES han revelado que ZFP57 se une
a la secuencia hexanucleotica TGC-
5mC-GC™2

En un modelo celular inducido de
Zfp57 mES, se ha demostrado
que ZFP57 humana puede unirse a
la TRIM28 de raton y mantener la
metilacion de ADN asociada a la
impronta gendémica'*. Del mismo

modo, los experimentos de andlisis de
cambio de movilidad electroforética in
vitro (EMSA - electrophoretic mobility
shift analysis) han mostrado que la
ZFP57 humana, especificamente los
dominios ZF3 y ZF4, pueden unirse a
secuencias de ADN que contengan el
motivo de hexanucledtido de la DMR
PLAGLI, de forma que el dominio
ZF4 regula la interaccion dependiente
de metilacion con el ADN'*°. Ademas,
estos experimentos EMSA utilizando
las mutaciones de cambio de sentido
p.-R248H y p.H277N descritas en
pacientes, demuestran que dichas
mutaciones causan pérdida de la
capacidad de wunion al ADN'S,
También es probable que la mutacion
descrita p.H438D, que cambia un
aminodacido altamente conservado
dentro del dominio ZF7 pudiera anular
launién al ADN si después del cambio,
el dominio es también funcional, asi
como alterar la estructura local de la
proteina, afectando a su interaccion
con otros factores en el complejo
ZFP57-KAP1. Las mutaciones sin
sentido y las pequeias deleciones
que pueden generar codones de
terminacion  prematuros, generan
probablemente formas truncadas de
la proteina altamente patologicas,
algunas de las cuales podrian tener los
dominios KRAB y ZF1-4 intactos. Sin
embargo, las caracteristicas clinicas
de estos pacientes son indistinguibles
de los que tienen una mutacién en
los dominios ZF3-4, lo que sugiere
que los productos proteicos de estos
genes mutantes son igualmente no
funcionales™582134,
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7.3. Casos extremos
de defectos de la
impronta gendmica en
multiples loci — Molas
hidatiformes.

La mola hidatiforme (MH) es
un embarazo humano aberrante
caracterizado por una proliferacion
excesiva y anormal del trofoplasto.
La forma esporadica es la mas comun
y afecta a 1 de cada 600 embarazos
en los paises occidentales®”. Con
menor frecuencia, algunas mujeres
pueden desarrollar de forma recurrente
molas  completas, parciales o
abortos espontaneos, indicando que
estas condiciones tienen etiologias
solapantes. Los embarazos molares
se detectan en primer lugar mediante
ecografia y un nivel extremadamente
alto de la gonadotropina coridnica
humana (b-GCH) en sangre. FEl
diagnostico  definitivo se  hace
mediante un examen histopatologico
del producto de concepcion. Las MHs
completas no contienen mas tejidos
embrionarios que las vellosidades de
la placenta, mientras que las MHs
parciales  presentan  normalmente
una proliferacion moderada del
trofoblasto y pueden contener otros
tejidos incluyendo amnios, corion
o cualquier otro tejido embrionario.
Las MHs esporadicas completas mas
comunes suelen ser diploides y de
origen androgenético con dos copias
del genoma paterno. Este hecho puede
ser consecuencia de la fecundacion
de un ovocito anucleado por un
espermatozoide que se endorreplica,
o bien por dos espermatozoides

diferentes. Alternativamente, las molas
androgenéticas pueden ser resultado
de una fertilizacion normal, seguida de
una pérdida del ADN materno y una
endorreplicacion del genoma paterno.
Las MHs esporadicas parciales son
en su mayoria eventos triploides
dispérmicos, que resultan en dos
copias diferentes del genoma paterno
y una copia del genoma materno. El
andlisis detallado de microsatélites
polimoérficos puede dar informacion
sobre el tipo de MH, junto con la
inmunohistoquimica para CDKNIC, un
gen regulado por impronta genémica y
expresado maternalmente, el producto
del cual se expresa en el niicleo de
los citotrofoblastos y que por lo tanto,
permite la discriminacion de MHs
parciales y completas'®.

7.4. Las MHs biparentales
se han asociado a
mutaciones en NLRP7

Ocasionalmente, las MHs pueden
ser recurrentes y familiares (OMIM
231090)'¥. Mediante un detallado
mapeo de homozigosidad y un cribado
de mutaciones a nivel de todo el
genoma se han identificado dos loci,
19q13.4 y 6q13, donde se encuentran
los genes causantes: NLRP7 (con
dominios: NACHT, PYD y una
repeticion rica en leucinas) y KHDC3L
(anteriormente conocido como
C60RF221),  respectivamente'®!4!,
Aproximadamente el 70% de casos
de mujeres afectadas por este tipo de
MHs se ha asociado a mutaciones
recesivas en NLRP7'#>!%$ con unas
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50 mutaciones diferentes descritas en
pacientes con ambos alelos NLRP7
defectuosos. Las aberraciones genéticas
en el gen KHDC3L son mucho menos
frecuentes, con so6lo 7 familias
descritas, representando Unicamente el
10% de los pacientes sin alteracion en
NLRP7144,145'

NLRP?7 no tiene ortélogo en raton, pero
se cree que se origind a partir de una
duplicacion de NLRP2, el factor mas
cercano de su misma familia génica'*.
Curiosamente, NLRP2 ha sido descrito
como responsable de un caso familiar
aislado de BWS basado en la presencia
de una mutacién de cambio de marco
de lectura en homocigosis en una
madre asintomadtica y en sus dos hijos
afectados con BWS. Tras el analisis
de metilacion, estos pacientes de BWS
presentaron defectos de metilacion en
multiples loci, incluyendo las DMRs
KCNQIOTI y MEST'¥. Sin embargo,
desde la publicacion de este articulo,
no se ha vuelto a describir ningtin otro
caso de IDs con mutaciones en NLRP2,
lo que convierte este hallazgo en un
evento causal raro®>105115,

7.5. Defectos de
metilacion en tejidos
molares asociados a
mutaciones en NLRP7

Los cribados de metilacion en los
tejidos molares con NLRP7 mutado
sugieren que Unicamente se encuentran
afectadas las DMRs de metilacion
materna  (pérdida de metilacion
en KCNQIOTI, PLAGLI, GNAS,
PEGI10, PEG3) mientras que la DMR

de HI9 con metilacion derivada
del espermatozoide se encuentra
aparentemente preservada!4$14,
Queda por determinar si las DMRs
maternalmente metiladas y reguladas
por impronta gendémica se encuentran
solo afectadas en MHs asociadas a
mutaciones en NLRP7/2-KHDC3, o
si los genes especificos de placenta
y regulados por impronta genomica
que han sido descritos ultimamente
contribuyen a la patologia de las MHs?.

Recientemente, se han descrito en
una familia dos fetos y un nifio con
caracteristicas similares al sindrome
de Silver-Russell que mostraban
defectos de metilacion en mosaico,
incluyendo /Joci metilados maternal
y paternalmente (como  GNAS,
KCNQI, L3MBTL, MEG3, NAPILS,
NNAT, PLAGLI, RBl y ZNF597)
en multiples tejidos. Mediante un
cribado mutacional se ha identificado
en la madre un cambio p.A719V en
NLRP7. Sin embargo no estd claro si
esta sustitucion es la responsable de
las aberraciones epigenéticas extremas
descritas. Este cambio de base en el
ADN es una variante de baja frecuencia
tanto en la base de datos de los 1000
Genomas como en la dbSNP y la madre
ha heredado el cambio de su madre,
indicando que han sido necesarios mas
procesos estocasticos no identificados
ademas de la transmision materna de
c.2156C>T"0.

El papel exacto del complejo NLRP-
KHDC3L en la regulacion de la
metilacion por impronta gendémica
sigue siendo un misterio, especialmente
desde que fueron publicados estudios
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de inmunotincion en los que se describe
de manera detallada la localizacion
de estas dos proteinas en embriones
humanos tempranos y en ovocitos.
Esta colocalizacion ha resultado ser
exclusiva en citoesqueleto, dentro del
complejo materno subcortical y no en
el nucleo donde podria asociarse con la
cromatina e influir en la metilacion'#>!1>°,
Curiosamente, la  inmunotincion
para las metiltransferasas de novo
DNMT3A y DNMT3B en ovocitos
humanos muestra una localizacion
citoplasmatica similar®, indicando que
quizd el complejo NLRP-KHDC3L
y las metiltransferasas unicamente
se transloquen al nucleo durante el
desarrollo temprano del ovocito. Una
vez en el nicleo, este complejo poco
abundante podria asociarse a secuencias
especificas del ADN  mediante
interacciéon directa con el regulador
de la cromatina YY1'!. De manera
consistente con el papel de YY1 en este
proceso, este factor de transcripcion
con dedos de zinc se une a muchas
DMRs asociadas a impronta gendémica
en raton, de forma que ratones Yyl
han mostrado pérdida de metilacion en
las DMRs de Peg3 y Xist'>2. Estas dos
DMRs contienen una secuencia mas
larga que el motivo de reconocimiento
consensode YY1, teniendo dos bases
adicionales (GG o GC) en su extremo
5’ en comparaciéon con el motivo
conocido (CGCCATNTT). Estas bases
adicionales son reconocidas por el ZF1
de YY1 y se sabe que incrementan
su afinidad de uniéon al ADN vy tal
vez participen en la uniéon al ADN
metilado'>.

8. Limitaciones de

las técnicas para

la identificacion de
pérdida de metilacion
en multiples loci

Los hallazgos ambiguos tanto clinicos
como de metilacion en los IDs muestran
las limitaciones de las pruebas actuales
de metilacion de un solo locus. Los
estudios que han utilizado enfoques
moleculares mas amplios como los
chips de metilacion de alta densidad®"3,
muestran que existe un solapamiento
considerable en las DMRs adicionales
afectadas en las diferentes IDs. Ademas,
como ha sido descrito anteriormente,
las pruebas en multiples /oci nos han
permitido resolver fenotipos complejos
y solapados asociados con el sindrome
de Temple y el SRS!2,

Un requisito previo importante para
el andlisis diagnostico integral de los
IDs es la identificacion y definicion
de un conjunto estandarizado de
DMRs reguladas por la impronta
genémica. Hasta la fecha se han
descrito en el ser humano 54 regiones
de metilacion alélica localizadas
dentro de los dominios controlados por
impronta genomica, 30 de los cuales
son DMRs primarias, que heredan la
metilacion directamente de los gametos
respectivos®. Con la excepcion de unos
pocos estudios, para la mayoria de
cohortes se han descrito los perfiles de
metilacion de un numero limitado de
DMRs reguladas por este mecanismo.
Ademas, en las cohortes analizadas
mediante las mismas plataformas de
chips de alta densidad, se han seguido
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diferentes estrategias bioinformaticas
y por lo tanto, los resultados no son
directamente comparables''.

Ademas de las técnicas utilizadas,
la  definicion de hipometilacion
también es inconsistente entre los
diferentes estudios. Por ejemplo,
algunos estudios definen metilacion
aberrante como un valor de metilacion
fuera de dos desviaciones estandar
(DE) de un conjunto de muestras
control. Sin embargo, dependiendo
de la reproducibilidad de la prueba
molecular, esto podria representar
s6lo un pequefio porcentaje de las
diferencias en metilacion. Por ejemplo,
un 36% de metilaciéon en la DMR de
HI19 en SRS se encuentra por debajo
de 2 DE cuando se utiliza el ensayo
de metilacion especifico de alelo
Tagman'®, mientras que otros estudios
utilizan un valor residual absoluto,
como 25%. Del mismo modo, en un

paciente con PHP1B se ha descrito
una hipometilacion en la DMR de
L3MBTLI, que presentaba un 44%
de metilacion en el andlisis realizado
mediante la misma técnica Tagman
de alta sensibilidad, debido a que se
encontraba fuera del rango de muestras
control'',
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RESUMEN

Con la evaluacién de los perfiles de metilacion de varios trastornos de
la impronta gendmica, se ha establecido que, con la excepcion de
pacientes con TND, los defectos de la impronta gendmica en multiples
loci no se encuentran limitados a las DMRs de metilacién materna, sino
que también pueden afectar a los loci de metilacién paterna. Dada la
coexistencia de alteracion de metilacién en las dos DMRs de metilacion
paterna y el estado de mosaicismo de estos defectos en la mayoria de
casos, se confirma que estas aberraciones en la metilacién suceden des-
pués de la fertilizacién en la mayoria de casos, como consecuencia del
fallo en el mantenimiento de la metilacién por impronta gendmica du-
rante la desmetilacién preimplantacional. El proceso de reprogramacion
que borra la mayoria de las regiones metiladas en los gametos, a ex-
cepcidon de las reguladas por impronta gendmica, es complejo, y existen
Unicamente unos pocos factores protectores conocidos que actien en
trans. Los defectos en la impronta gendémica que afectan a mds de un
locus en humano nos proporcionan una oportunidad Unica para identi-
ficar los mecanismos reguladores del mantenimiento de las diferencias
alélicas de metilacién vy los factores involucrados en el ciclo vital de la
impronta genémica.
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Teléfono de contacto: 656679317
* Representantes zonales:
* Andalucia y Murcia: valen.oro@hotmail.com
* Castilla La Mancha: joseluis_on@hotmail.es
* Castilla y Leon: carlos5668g@hotmail.com
* Cataluna: jlzaragoza2000@yahoo.es
 Extremadura: javiercito1967@hotmail.com
* Resto: Familia Martin Escalona. pamarev2005@yahoo.es

www.asebewi.org

Somos una asociacion que se cred en 2007, y que actualmente esta formada por
mas de 40 familias procedentes de toda Espatfia, en las que alguno de sus miembros
ha sido diagnosticado con el sindrome de Beckwith-Wiedemann (SBW).

Queremos compartir experiencias y ayudar tanto a los pacientes con SBW como
a sus familiares con todos los medios que estén a nuestro alcance, difundiendo in-
formacion médica adecuada y contrastada y fomentando habitos de vida y terapias
que contribuyan a mejorar la calidad de vida de los afectados.

Estar asociados nos permite compartir experiencias que dificilmente podriamos
compartir de otro modo. Las familias con nifios mayores van transmitiendo sus ex-
periencias y conocimientos a los recién diagnosticados, y de este modo se consigue
tranquilizar y apoyar de un modo muy efectivo. Ademads, y dado el gran niamero
de especialidades médicas que es necesario coordinar para el adecuado tratamiento
del SBW, la asociacion nos permite intercambiar experiencias médicas y conocer a
los profesionales de referencia en cada especialidad.

@
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También estamos trabajando para la existencia de un protocolo médico contrastado
en Espafia que incluya el seguimiento y tratamiento del SBW.

Realizamos una junta ordinaria anual, normalmente en el mes de Mayo en Madrid,
y desde 2009 organizamos también unas jornadas de convivencia durante un fin de
semana de Septiembre fuera de Madrid, en el que tenemos oportunidad de estre-
char lazos, y compartir nuestras inquietudes con mas tranquilidad —y con menos
formalidad- que en la junta ordinaria.

Intentamos que en ambas ocasiones asistan a las juntas o encuentros profesionales
de referencia que nos aporten sus conocimientos y experiencia en el SBW.
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C/Dos de Mayo, n° 6

28701 San Sebastian de los Reyes - MADRID

Tfno: 670 90 90 07

C.LLF.: G61295051

E-mail: info@angelman-asa.org

WEB: www.angelman-asa.org

Perfil de Facebook: Asociacién Sindrome de Angelman

Pagina de Facebook: A.S.A. ASOCIACION SINDROME DE ANGELMAN - ESPANA
Pagina para venta de manualidades: Abalorios y otras manualidades ASA

Twitter: @angelmanasa

El Sindrome de Angelman (SA) es una enfermedad neurogenética de caracteristicas
clinicas bien definidas. Esta entre las consideradas “enfermedades raras”, debido a
su baja prevalencia (1 caso por cada 20.000 nacidos vivos, aproximadamente). Fue
descrita por primera vez en el afio 1965 por el pediatra inglés Harry Angelman. En
Espatfia, los primeros diagndsticos se obtuvieron hace aproximadamente 25 afos.

Sin pretender explicar aqui cuales son los mecanismos genéticos que producen el
SA (esta tarea corresponde a los médicos y genetistas, y lo hacen de manera magis-
tral), si queremos recoger aqui cuales son las principales caracteristicas y manifes-
taciones clinicas del SA, ya que es con lo que tenemos que convivir los afectados y
sus familiares.

@
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» Retraso funcionalmente severo en el desarrollo, tanto a nivel motor como a
nivel cognitivo.

* Ausencia total de lenguaje oral o uso de un niimero minimo de palabras, no
siempre con sentido comunicativo. No obstante, es sabido que las habilidades
para comprender el lenguaje oral son mucho mayores que las habilidades ex-
presivas del mismo. Si tienen capacidades de comunicacion no verbal, que es
necesario potenciar.

* Problemas de movimiento y equilibrio, normalmente ataxia (rigidez) al ca-
minar y movimientos temblorosos en los miembros. Eso hace que en muchas
ocasiones el caminar sea vacilante, inestable, erratico o con movimientos ra-
pidos y torpes.

+ Tienen una conducta muy peculiar: cualquier combinacién de risa/sonrisa fre-
cuente, apariencia de felicidad, personalidad facilmente excitable, a menudo
con aleteo de manos, hiperactividad, poco tiempo de atenciéon mantenida....

* Microcefalia

» Crisis convulsivas, que comienzan normalmente antes de los 3 afios de edad.
De todas formas, la epilepsia en el SA es de varios tipos, lo que hace mas difi-
cil su control.

* Electroencefalograma anormal, con un modelo caracteristico de ondas de gran
amplitud y picos lentos.

* Estrabismo

+ Babeo frecuente

* Lengua prominente

* Prognatismo

* Problemas de alimentacion durante la infancia
 Trastornos del suefio, muy severos en ocasiones

+ Atraccion por el agua, llegando a la fascinacion.
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La Asociacion del Sindrome de Angelman (ASA) naci6 en Barcelona en el afio
1996, precisamente por la unién de un pequefio grupo de padres de los primeros
nifios diagnosticados con SA en nuestro pais. Ante el gran desconocimiento que ha-
bia entonces acerca del sindrome, decidieron crear esta Asociacion de ambito local,
persiguiendo los siguientes fines:

* Dar soporte humano e informativo a todas las familias afectadas.
* Asesorar a padres, profesionales e instituciones acerca del sindrome.
* Promover actividades de formacion, investigacion e intercambio de proyectos.

* Colaborar con instituciones publicas y privadas en los estudios y/o trabajos
conjuntos que favorezcan el conocimiento de esta problematica.

» Contribuir a la divulgacion de los conocimientos del sindrome.

* Promover el intercambio internacional de las personas relacionadas con el cui-
dado de personas con SA para compartir experiencias y proyectos.

* Mejorar la calidad de vida de los afectados con SA y sus familias.

* Alcanzar la maxima integracion social.

Muy largo ha sido el camino recorrido desde entonces y muchas las metas alcanza-
das, pero nuestro objetivo prioritario ha sido y sera siempre el de dar soporte
humano a las familias afectadas, especialmente a los nuevos diagnosticados. Es
muy duro recibir el diagnostico de que tu hijo o hija tiene el Sindrome de Angelman
y, en ocasiones, los médicos no actuian con el tacto necesario ni disponen de la infor-
macion que los padres necesitan en esos momentos. Muchas veces es la primera vez
que se encuentran con este tipo de diagnostico y se remiten a la literatura, dando en
muchas ocasiones a los padres un pronodstico extremadamente pesimista de lo que
va a ser la vida de sus hijos. Cierto que el SA es grave, pero cada nifio es un mundo
y nadie puede saber a priori lo que llegara a conseguir en un futuro.

Por eso, en ASA consideramos que es muy importante el contacto lo antes posible
con otros padres de nifios afectados. Todos los que formamos la Asociacion so-
mos padres y madres que ya hemos pasado por momentos como el diagnostico y
montones de dificultades y problemas mas; tenemos, por tanto, una empatia y una
experiencia que ningun médico podra aportar jamas.
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Contamos con una serie de familias de referencia por zonas geograficas, familias
que estan dispuestas a ser ese primer contacto con los nuevos diagnosticados, escu-
charles, ayudarles y guiarles en el largo camino que inician.

Una vez bien definido y establecido ese objetivo, nos centramos en ir desarrollando
el resto de objetivos fundacionales.

En el afio 2004, ante el creciente nimero de casos diagnosticados, se decidi6 con-
vertir la Asociacion en una entidad de ambito estatal, trasladandose la sede social
a Madrid. Tras varios afios de cambios de sede y de junta directiva, los mayores
avances se han logrado en estos tltimos afios.

Formamos ASA actualmente unas 170 familias (ademas de socios indirectos, como
pueden abuelos, tios, amigos, etc). Y es precisamente gracias a la gran implicacion
de los socios, organizando eventos o participando activamente en ellos, que se han
logrado una serie de cosas muy importantes:

En este sentido, la Asociacion esta llevando a cabo una incesante actividad de orga-
nizacion de eventos, con el fin tltimo de recaudar fondos para diversos proyectos.

Y todas estas actividades nos estan permitiendo poder aparecer en programas de
radio, de television, prensa escrita, ediciones digitales, semanarios, etc....... Espe-
cialmente, cuando pusimos en marcha nuestra campafia “Danos cobertura con tu
viejo mévil”, tuvo un gran impacto en los medios de comunicacion a nivel nacional.

En otras ocasiones los eventos que se organizan son a nivel local (actividades de-
portivas, charlas informativas en colegios, mercadillos en diversos puntos del pais,
etc). Pero también en estos casos alcanzan gran visibilidad, gracias al uso que ha-
cemos de las redes sociales (actualmente Facebook y Twitter).

El fin ultimo es que el sindrome de angelman sea cada vez menos desconocido, de
manera que los profesionales (médicos, terapeutas, profesores, etc) que se enfren-
ten a ¢l sepan como afrontarlo para atender mejor a nuestros hijos.
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Consideramos este punto de suma importancia. Y, a su vez, lo desglosamos en dos.

« FORMACION A LOS PROFESIONALES: nos referimos a todas aquellas
personas, no familiares, que de alguna u otra forma trabajan con nuestros hijos.
Es muy importante que los profesionales conozcan qué es el SA, como se tra-
baja con €I, a qué se enfrentan. Para ello, organizamos de manera bianual Jor-
nadas Profesionales de formacion, donde se abordan diversos temas (médicos,
genéticos, conductuales, etc). Se trata de jornadas abiertas a todos y gratuitas.

« FORMACION A LOS PADRES: ya a finales de 2014 pusimos en marcha
dos proyectos para formar a los padres en algunas de las cuestiones que mas
nos preocupan: la comunicacion y los problemas de conducta. Para ello, desde
ASA se estan financiando (a veces el 100%) una serie de cursos y talleres di-
rigidos a los padres y que abordan precisamente esas dos cuestiones. Tenemos
diversos cursos programados por todo el pais y a lo largo de todo el afio.

Asimismo, se estan preparando también proyectos nuevos para ampliar la ofer-
ta de talleres y cursos.

Todos los objetivos que nos hemos marcado se quedarian en simples ideas si no
hubiéramos puesto en marcha también diversas iniciativas para recaudar fondos.
Estas iniciativas parten en muchas ocasiones de los propios socios, que cuentan con
todo el apoyo de ASA necesario para llevarlos a cabo. Y también nacen iniciativas
de la propia junta directiva.

Las principales vias de obtencion de fondos que tenemos son:

+ Campaia de recogida de moviles usados, que luego son vendidos a una empre-
sa. La pusimos en marcha en octubre de 2012 y atin continua, si bien a un ritmo
menor.

* Venta de manualidades elaboradas en la Asociacion por algunas madres de ni-
fos afectados. Se venden a través de nuestra pagina web y especialmente a
través de stands en los mercadillos y demas eventos que se organizan.
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* Presentamos proyectos concretos a subvenciones que van publicandose. Des-
de diciembre de 2014 ASA esta considerada una entidad de utilidad publi-
ca, lo cual permite que podamos acceder a subvenciones que hasta ahora
nos estaban vetadas.

» Donaciones particulares (mas atractivas ahora que son desgravables fiscal-
mente por la condicion de entidad de utilidad publica).

Todos los fondos recaudados por las distintas vias mencionadas, se destinan a las
siguientes actividades:

* Al propio funcionamiento ordinario de la Asociacion (gastos de teléfono, se-
guros , material corporativo, etc).

A financiar las actividades de formacion que estamos llevando a cabo y las
nuevas que pondremos en marcha.

* A financiar diferentes proyectos de investigacion, centrandonos en:

** Investigacion del Dr. Ugo Mayor, en Espafia, que trata de averiguar como
funciona el cerebro de un paciente con SA, para posteriormente buscar una
cura.

** Envio de dinero a la Foundation for Angelman Syndrome Therapeutics
(FAST) en Estados Unidos, para que a través del grupo FIRE (formado por va-
rios investigadores) se puedan financiar las investigaciones mas prometedoras
en la busqueda de una cura para el SA.

** Financiacion del Ensayo Clinico con Minociclina llevado a cabo en el afio
2014 por la Unidad Monografica del Sindrome de Angelman en el Hospital
Universitario Puerta de Hierro en Majadahonda (Madrid).

** Financiacion de un proyecto de la Corporacion Sanitaria Parc Tauli, que
trata de desarrollar nuevas técnicas de diagnostico del SA, de manera que
puedan desaparecer algun dia los casos clinicos.
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AESPW

Asociacion Espanola
para el Sindrome de Prader Willi

ClI. Rio Ter n°2- bajo

28913 Leganés (Madrid)

Tel. 915336829 - 620911488
praderwillisindrome@gmail.com

WWW.aespw.org

La Asociacion Espaiiola para el Sindrome de Prader-Willi, es una entidad no lucra-
tiva constituida el 25 de Febrero de 1995, declarada de Utilidad Publica el 24 de
Noviembre de 2006. El domicilio social de esta entidad esta sito en Madrid, aunque
su 4mbito de actuacion corresponde a todo el territorio nacional, por eso estamos
en contacto con familias, personas afectadas por el sindrome y profesionales que
trabajan con ambos, en todas las comunidades autonomas del pais.

Si estais interesados/as en contactar con nosotros podéis hacerlo a través de nuestros
teléfonos o del correo electronico, contamos en nuestra entidad con una psicologa
con amplia experiencia en el sindrome y en el desarrollo de trabajos en el entorno
educativo, familiar y clinico. Estaremos encantados de atenderos y acompafiaros.
La ayuda mutua en situaciones tan complejas es de crucial importancia.

El objeto fundamental de la AESPW es la proteccion, asistencia, prevision educati-
va e integracion social de las personas afectadas por el Sindrome de Prader-Willi y
sus familias; siendo los fines estatutarios de la misma. A grandes rasgos los objeti-

@

vos especificos se concretaria en:



Enfermedades de impronta: guias de buena prdctica clinica

w
AESPW

Asociacion Espaiola
para el Sindrome de Prader Willi

* Apoyar a las familias de las personas afectadas por el sindrome, para conse-
guir la mejora de las condiciones de vida de dichas personas, bien directamen-
te, 0 en apoyo a proyectos, que inspirados o generados por terceras personas,
fisicas o juridicas, apoyen tal actuacion.

* Promover la integracion escolar y social de las personas afectadas por el Sin-
drome de Prader-Willi.

* Instar a los diferentes poderes ptblicos la realizacion de una politica coherente
de prevencion, educacion, tratamiento, rehabilitacion, asistencia, integracion
y desarrollo de las personas afectadas por el Sindrome de Prader-Willi.

» Promover actitudes sociales positivas hacia las personas afectas del sindrome,
incidiendo en la divulgacion de sus problemas, soluciones, modos y formas de
integracion social, tratamientos, rehabilitaciones y desarrollo.

* Promover la divulgacion de las actividades realizadas por el movimiento aso-
ciativo, tendente a la mejora de la calidad de vida y la integracion social de las
personas afectadas por el Sindrome de Prader-Willi y sus familias.
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Asociacion Espafola de PHP

asociacionpacientesphp@gmail.com

[

La Asociacion Espafiola de Pseudohipoparatiroidismo, es una entidad no lucrativa
constituida el 4 de julio de 2015. Estamos interesados en entrar en contacto con fami-
lias, personas afectadas por el sindrome y profesionales que trabajan en esta area en
todas las comunidades autonomas del pais. Si estais interesados/as en contactar con
nosotros podéis hacerlo a través de nuestro correo electronico y podremos daros datos
de nuestro grupo privado en Facebook o de nuestra pagina en Facebook.

Los fines de la Asociacion son los siguientes:

1.

Servir de punto de encuentro de pacientes y familiares de la enfermedad rara
PSEUDOHIPOPARATIROIDISMO (PHP) en todas sus variantes.

2. Ofrecer apoyo integral a pacientes con PHP y sus familiares

3. Difundir informacion médica adecuada y contrastada sobre PHP, y especialmen-

te sobre su diagndstico, tratamiento y pruebas de seguimiento adecuadas

. Fomentar habitos de vida y terapias adecuadas que mejoren la calidad de vida de

los pacientes con PHP y sus familiares.

. Buscar la ayudas necesarias, tanto publicas como privadas, para favorecer la

investigacion en PHP.

Y para su consecucion se desarrollaran las siguientes actividades:

Creacion de un foro de comunicacion en internet (blog, web, twitter y pagina de
Facebook para dar a conocer la enfermedad., grupos cerrados donde pacientes y
familiares puedan comentar sus intereses particulares, ...)

Creacion de un dossier con las principales caracteristicas clinicas de la enferme-
dad para ser distribuido entre los distintos especialistas encargados del segui-
miento médico de los asociados.

Obtener asesoramiento médico y psicoldgico para los pacientes y sus familiares.

Organizacion de charlas impartidas por expertos en esta enfermedad con perio-
dicidad anual.

Desarrollar distintas actividades para recaudar fondos para su investigacion.

Comunicacién con otras asociaciones de los familiares y pacientes con PHP a

nivel internacional.
(260) gots
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