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RESUMEN

Introduccién. ElI sindrome de Beckwith Wiedemann (SBW) se caracteriza por
macrosomia, macroglosia, defectos en la pared abdominal e hipoglucemia (OMIM
130650). Usualmente es esporadico, pero también es heredado en forma Autosémica
Dominante. Los pacientes con este sindrome tienen un riesgo mayor de desarrollar
neoplasias, especialmente tumor de Wilms. La etiologia de esta entidad radica en la
alteracion de patrones de impronta en genes del locus 11p15.5, los cuales participan en la
regulacién del crecimiento y la division celular.

Objetivo: Determinar si existe una correlacion entre el fenotipo y la expresiéon de los
genes IGF2, CDKN1C y LIT1, en los miembros de una familia afectados con SBW.
Material y Métodos: Se realiz6 el estudio clinico en 63 miembros de una familia,
originaria de San Cristébal de las Casas, Chiapas, en quienes se practicaron exploracion
fisica, cariotipo de alta resolucién. El andlisis molecular se realizé solo en la familia del
caso propositus, mediante RT-PCR.

Resultados: So6lo 12 miembros de esta familia tienen fenotipo compatible con SBW,
predominando la macroglosia, la macrosomia y defectos en la pared abdominal. El
cariotipo no reportd6 anormalidades. Se encontr6 expresion normal en los genes
estudiados.

Conclusién: No se encontré correlacién del fenotipo con el genotipo en este caso
familiar. Se confirma la expresividad variable y patron autosémico dominante
caracteristico. Por los hallazgos moleculares, asumimos que este involucrada una

mutacion puntual en CDKN1C, como esta reportado para estos casos.

Palabras clave: Beckwith Wiedemann, familiar, sin correlacion.



ABSTRACT

Introduction: The Beckwith Wiedemann Syndrome (BWS) is characterized by
overgrowth, macroglossia, abdominal wall defects, and hypoglycemia (OMIM130650).
Usually it is sporadic, but it is also hereditary by Autosomal Dominant way. The patients
with this syndrome have a higher risk to develop neoplasias, especially Wilms Tumor. The
etiology of this entity is characterized by the alteration of the imprinting in genes from
11p15.5 locus, which participate in the growth regulation and cell division.

Objetive: To determine if there exists a correlation between the phenotype and the
expression of genes IGF2, CDKN1C and LIT1, in the members of a family affected with
BWS.

Material and Methods: The clinic studies of 63 members of one family, originary from San
Cristobal de las Casas, Chiapas, was done. Physical exploration and high resolution
cariotype were performed to each member. The molecular analysis was only performed to
the propositus case family by means of RT-PCR.

Results: Only 12 members from this family have a phenotype compatible with BWS, with
macroglossia, overgrowth and abdominal wall defects as predominant features. The
cariotype did not report abnormalities. Normal expressions were found in the studied
genes.

Conclusion: There was no correlation found between the phenotype and the genotype in
this familiar case. The variable expression and the Autosomal Dominant inheritance were
confirmed. Due to the molecular findings, we assume that a punctual mutation in CDKN1C

is involved, as it is reported in these cases.

Key words: Beckwith Wiedemann, familiar, without correlation.



INTRODUCCION

El sindrome de Beckwith Widemann (SBW, OMIM 130650), es uno de los sindromes de
sobrecrecimiento mas comunes. Se estima que ocurre en 1 de cada 13,700 nacimientos,
aunque la existencia de casos con una expresion minima del fenotipo probablemente
subestima la verdadera frecuencia de este sindrome. En México no contamos con
informacién epidemiolégica actualizada para SBW. (1)

TABLA 1

CARACTERISTICAS CLINICAS DEL SINDROME DE BECKWITH WIEDEMANN

CRANEOFACIAL Reborde metdpico palpable

Fontanela amplia

Occipucio prominente

Macroglosia

Nevus flammeus en la frente

Surcos o fisuras lineales en el I6bulo de la oreja

Muescas posteriores en el hélix

CARDIOVASCULAR Cardiomiopatia

Cardiomegalia

ABDOMEN Onfalocele (exénfalos)

Diastasis de rectos

Hepatomegalia

Hipertrofia pancreética

GENITOURINARIO Displasia medular renal

Nefromegalia

Sobrecrecimiento de genitales externos

Criptorquidia
MUSCULOESQUELETICO Edad 6sea avanzada
METABOLICO Hipoglucemia neonatal
HISTOPTOLOGIA Citomegalia adrenocortical, hiperplasia hipofisiaria
NEOPLASIAS Tumor de Wilms

Hepatoblastoma, Gonadoblastoma, Neuroblastoma

Carcinoma adrenal

CRECIMIENTO Y DESARROLLO Retardo mental en relacion con la hipoglucemia neonatal severa

Hemihipertrofia

Macrosomia




Esta entidad, cuyo diagnéstico es principalmente clinico, se apoya generalmente en los
criterios de Elliot que requieren de tres caracteristicas clinicas mayores, y dos 0 mas
menores, para confirmar SBW (1, 2). Como criterios mayores se han considerado la
macroglosia, la macrosomia, defectos de pared abdominal, visceromegalias y tumores
embrionarios que se presentan en los primeros 6 afios de vida.

Los criterios menores incluyen la hipoglucemia en el periodo neonatal, anormalidades
renales, pliegues y/o surcos en el pabelldbn auricular, nevus flammeus facial,
hemihipertrofia y antecedente de polihidramnios y/o prematurez. (2,4)

La clasificacion de DeBaun es menos estricta y requiere dos o mas de las cinco
caracteristicas clinicas mas comunes como macroglosia, macrosomia, defectos de pared

abdominal, hipoglucemia, pliegues o fosetas en pabellones auriculares (3, 4).

Se han propuesto, recientemente, otros criterios clinicos los cuales se resumen en la tabla

2. (4)
TABLA 2. CRITERIOS CLINICOS
Elliot et al, 1994 De Baun y Tucker, 1998 Weksberg et al, 2001
CRITERIOS MAYORES
Macroglosia Macroglosia Macroglosia
Macrosomia Macrosomia Macrosomia

Defectos de pared abdominal
Visceromegalias

Tumores embrionarios

Hipoglucemia
Pliegues o fosetas en orejas

Defectos de pared abdominal

Hemihiperplasia
Pliegues o fosetas en orejas

Defectos de pared abdominal

CRITERIOS MENORES

Hipoglucemia

Malformacion renal
Pliegues o fosetas en orejas
Nevus flammeus facial
Hemihiperplasia

Polihidramnios y prematurez.

Tumor embrionario
Visceromegalias

Malformacion renal

3 criterios mayores 0 2

mayores y 3 0 mas menores

Al menos 2 de los 5 criterios

Al menos 3 criterios mayores o 2

mayores y 1 0 mas menores

Tomado de referencia 4.




Aunque se han reportado casos de deficiencia mental, ésta se relaciona con la
hipoglucemia neonatal y no con una alteracion en el sistema nervioso central, propia del
sindrome. El conocimiento de la evolucién del fenotipo hace necesario tomar en cuenta
las modificaciones que sufren con la edad las caracteristicas faciales, ya que debido al
desarrollo, los adultos pierden muchas de estas caracteristicas fisicas. Sin embargo, la
principal preocupacion, a largo plazo, es el desarrollo de tumores de origen embrionario,
principalmente el tumor de Wilms. Los nifios con SBW tienen mayor riesgo para
desarrollar tumor de Wilms en los primeros 5 a 7 afios de la vida y se ha estimado en
12.5% en pacientes con hemihipertrofia (con o sin nefromegalia) y de 7.5% en quienes no
la tienen, aunque esto ha variado a medida que se amplia el conocimiento sobre los
diferentes mecanismos moleculares involucrados en la etiologia del sindrome, como se
describe mas adelante (5).

El 15% de los casos con SBW tiene un modelo de herencia Autosomico Dominante
(casos familiares), con expresividad variable y penetrancia incompleta, el resto de los
casos son esporadicos (6).

La etiologia de SBW se asocia con alteraciones en el fenbmeno conocido como impronta
por lo que esta relacionado, en la mayoria de los casos, con la pérdida de impronta de
varios genes ubicados cercanamente en la regién cromosdmica 11p15.5. Dichos genes
estan involucrados en la regulacion del ciclo celular y el control del crecimiento (7,9).

La impronta gendmica puede definirse como la expresién diferencial de los alelos de un
gen dependiendo del progenitor del cual se herede, esto es, que solo un alelo es
expresado, ya sea el heredado por el padre o el de la madre, a diferencia de la forma
bialélica en la cual se expresan la mayoria de los genes de nuestro genoma. Puede
explicarse como una modificacion epigenética al no alterarse la secuencia nucleotidica de

los alelos, pero que tiene repercusion en el fenotipo. (7, 8, 9)



La evidencia de que ocurre impronta genomica durante el desarrollo normal surgio
después de muchos afios de estudiar locus individuales, regiones cromosomicas
especificas y genoma en general. La impronta gendmica reta dos hipotesis de la genética
mendeliana aplicada a las enfermedades humanas: a) que los alelos materno y paterno
son equivalentes y b) que dos copias integras de un gen se asocian siempre a
funcionalidad correcta. Esto se observé claramente cuando se analizaron las regiones
11p15.5y 15911-g13. (7, 8, 9)

En las molas hidatiformes y en los teratomas completos de ovario, el genoma de éstos
tiene un solo origen parental, lo que indica que el desbalance en el genoma paterno o
materno conduce al desarrollo neoplasico principalmente. En cancer, varios cromosomas
presentan alteraciones especificas de un alelo parental por ejemplo, la pérdida de
heterocigocidad en el tumor de Wilms, translocaciones en la leucemia mielocitica aguda,
asi como la amplificacién génica en neuroblastoma. (7, 8, 9)

El sindrome de Beckwith-Wiedemann es una alteracion que involucra sobrecrecimiento y
cancer, y estan asociadas a pérdida de impronta gendmica, asi como rearreglos
cromosémicos de origen parental especifico y disomia uniparental. La pérdida de
impronta (LOI, por sus siglas en inglés) es un evento asociado al cAncer que involucra la
pérdida de expresion alelo-especifica. La LOI incluye la activacion de la copia silenciosa
de genes que promueven el crecimiento y el silenciamiento de la copia que se transcribe
de forma normal de genes supresores de tumor. Existen varios genes y tumores que
presentan LOI. Algunos de estos genes son IGF2, H19, CDKNL1, LIT1 y los tumores son
Wilms, hepatoblastoma, rabdomiosarcoma, sarcoma de Ewing, uterino, cervical,
esofagico, préstata, pulmén, colon, coriocarcinoma y tumor de células germinales. Lo que

demuestra que la LOI es una alteracién comun en canceres humanos. (7, 8, 9)
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Figura 1. Mapa genético del brazo corto del cromosoma 11 en mamiferos. (Tomado de referencia 11).

La region cromosdmica asociada a la etiologia de este sindrome se encuentra en 11p15.5
(figura 1); los genes que se expresan solo en el alelo paterno son IGF2 (insulin growth
factor o factor de crecimiento similar a la insulina) y KCNQOT1 (LIT1). Mientras que los
genes H19, CDKN1C (cyclin dependent kinase inhibitor) y KVLQT1 se expresan solo en el
alelo materno (10, 11).

Dicha region se encuentra dividida en dos dominios, regulados por dos centros
improntadores (12). El dominio 1 (telomérico), contiene los genes improntados IGF2 y
H19, y la region diferencialmente metilada DMR1, postulada como un centro improntador
que regula la expresion reciproca de ambos genes. El gen H19 codifica para un transcrito
no traducido, que funciona como supresor tumoral (10) y el gen IGF2 para un factor de
crecimiento. Ambos genes compiten por un potenciador comdn que se localiza corriente
abajo del gen H19. (10, 11)

El DMR1 funciona como un aislador y en el cromosoma materno no esta metilado, de tal

modo que se une a una proteina con dedos de zinc llamada CTCF que bloquea el acceso



del potenciador al promotor de IGF2. Asi, la copia materna de H19 se activa y se
transcribe. La metilacion de la copia paterna de DMR1 evita que se una CTCF y el
promotor de IGF2 puede interaccionar con el potenciador, por lo que H19 no se

transcribe, (figura 2). (10,11)

Figura 2. Metilacion diferencial del dominio telomérico implicada en el silenciamiento de H19 en el
alelo heredado por via paterna y del alelo materno de IGF2, lo que resulta en expresion de H19

por via maternay de IGF2 en el alelo paterno. (Tomado de referencia 11)

La expresion del alelo materno de IGF2, que normalmente se encuentra inactivo (pérdida
de impronta materna), ocurre en el 25 a 50% de los casos con SBW, principalmente en
los casos esporadicos y con tumor de Wilms. Pocos casos estan asociados con
hipermetilacion de H19 y pérdida de la expresiéon materna. (10,11).

En el dominio 2 (centromérico), se encuentra CDKN1C, un gen que se expresa por via
materna y codifica para un inhibidor de CDK (p57), por lo que regula en forma negativa la
proliferacion celular. Mutaciones en este gen causan SBW y a menudo se asocian con la
forma Autosémica Dominante del sindrome. (10,11).

También en este dominio se encuentra el gen KVLQT1 cuyo producto forma parte de los
canales de potasio y la pérdida de impronta en el mismo se relaciona con SBW (8, 9).

En el intrén 10 de KVLQT1 se encuentra otro DMR llamado KvDMR1 o DRM2. Aqui el

alelo paterno no esta metilado lo que permite la expresién de un transcrito largo llamado



KCNQ10T1, también conocido como LIT1, que se trascribe en direccion antisentido a
KVLQT1. La metilacion materna de DMR2 promueve el silenciamiento de KCNQ1OT1
(LIT1) y por lo tanto, la expresién de un nimero de genes maternalmente expresados
incluyendo KVLQT1 y CDKN1C. De acuerdo a esto, se ha descubierto que una delecion
en KCNQ1OT1 (LIT1) y/o DMR2 cursa con una disminucion en la expresion del mismo y
la activacion de KVLQT1 y CDKNL1C. Esto sugiere que el transcrito, regula la expresion de
varios genes y, por lo tanto, junto con DMR2, pueden funcionar como reguladores de la
impronta en el dominio 2 (figura 3). (13, 14, 16)

Consecuentemente, se ha descrito que en mas de la mitad de los pacientes con SBW
muestran expresion bialélica de KCNQ1OT1 (LIT1), acompafiado por la pérdida en la
metilacion del alelo materno de DMR2, convirtiéndose entonces en la alteraciéon
epigenética mas comun en SBW (10,11,24). La pérdida de la impronta en KCNQ10T1
(LIT1), involucra hipometilacion y activacién del alelo materno normalmente silenciado.
Presumiblemente el blanco de esta pérdida de impronta en KCNQ1OT1 (LIT1) es
CDKN1C, como ya se habia mencionado anteriormente, aunque no esta claro de qué
manera LIT1 sirve como represor transcripcional de dicho gen o como un aislador que
separa a éste de su potenciador. También se ha mencionado que la delecion de la regién
diferencialmente metilada DMR2 lleva a la activacion del alelo paterno de CDKN1C y
KVLQT1, que son genes que forman parte del domino 2. Similarmente una eliminacién de
las islas CpG de KCNQ1OT1 (LIT1) lleva a la activacién del alelo paterno de KVLQT1 Y

CDKN1C, (figura 3). (13,15)
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Figura 3. Expresion diferencial de IGF2, H19, CDKN1C (p57), KvLQT1 y LIT1. Tomado de
referencia 41.

Algunos casos con SBW, con pérdida de la impronta en DMR2/KCNQ1OT1 (LIT1),
también la presentan en IGF2, lo que apoya la posibilidad de interacciones regulatorias
entre los dos dominios improntados. La pérdida de impronta en KCNQ1OT1 (LIT1) ha sido
relacionada con la presencia del sindrome en gemelaridad monocigota (17). La
desmetilacion aislada del gen KCNQ1OT1 (LIT1) ha sido descrita en casos familiares con
transmision materna, también asociada con la presencia de tumores menos comunes 0
con una menor frecuencia que el tumor de Wilms, en pacientes con SBW (18,19).

También se ha relacionado a la etiologia de este sindrome otro mecanismo de herencia
no clasica conocido como disomia uniparental, que se presenta en el 10 a 15% de los
casos y consiste en la presencia de ambos cromosomas homélogos heredados de un solo
progenitor, generalmente del padre, asi como otros rearreglos cromosémicos que incluyen
duplicaciones en el cromosoma 11 de origen paterno o translocaciones balanceadas

heredadas por via materna, que implican a la region 11p15.5, observados en 2% de los



casos (15, 20, 21). En la tabla 3, se resumen los mecanismos etioldgicos descritos, y en la

figura 4 se esquematizan.

TABLA 3. Mecanismos etioldgicos en SBW y su frecuencia.

MECANISMO FRECUENCIA

Anormalidades cromosémicas que involucren 11p15.
translocaciones o inversiones heredadas maternalmente o 1-2% (ambos)

duplicaciones heredadas paternalmente.

Isodisomia segmentaria paterna o disomia uniparental de 11p15 | 2094 (esporadico)

Mutaciones en CDKN1C 40% (familiar)

LOI de H19 o hipermetilacién de H19 DMR, microdeleciones de

H19DMR 5-10% (esporadico)
LOI de LIT1 o hipometilacion de KvDMR1 40-50% (ambos)
LOIl de IGF2 20-30% (esporadico)
Desconocida 15-25%

Tomado de referencia 41.
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Figura 4. Representacion esquematica de los principales mecanismos moleculares implicados en
la etiologia del Sindrome de Beckwith Wiedemann. Tomado de referencia 41.




Como se observa en la tabla 4, se han informado correlaciones genotipo-fenotipo en

casos esporadicos, principalmente, donde se ha concluido que:

1.

La pérdida de impronta en IGF2, ha sido relacionada con el sobrecrecimiento y la
predisposicion importante a tumores embrionarios (22, 23).

La hipermetilacion de H19, ha sido asociada con la aparicion de tumor de Wilms
principalmente y en ocasiones con hepatoblastoma (24).

Las mutaciones en el gen CDKN1C, se relacionan con la presentacion
Autosomica Dominante del sindrome, asi como con la presencia de onfalocele y/o
paladar hendido. El neuroblastoma también se ha asociado con estas mutaciones
(25, 26, 27).

La disomia uniparental paterna para 11pl5, ha sido relacionada con
hemihiperplasia aislada y tumor de Wilms (28).

La perdida de impronta en KCNQ1OT1l (LIT1), ha sido asociada con
Hepatoblastoma, rabdiomiosarcoma, gonadoblastoma. (14, 15).

Existe mayor riesgo de desarrollar tumores, principalmente tumor de Wilms,

cuando estan involucrados los genes IGF2, H19 0 ambos (29).



TABLA 4. CORRELACIONES PREVIAS

CORRELACION GENOTIPO-FENOTIPO

IGF2 Sobre-crecimiento y la predisposicion importante a tumores embrionarios.
H19 Tumor de Wilms y hepatoblastoma.
Herencia Autosémica Dominante, surcos en orejas, onfalocele y/o paladar
CDKN1C )
hendido, neuroblastoma.
DISOMIA

UNIPARENTAL Hemihiperplasia aislada y tumor de Wilms

LIT1 Hepatoblastoma, rabdiomiosarcoma, gonadoblastoma.

Alteracion en

DMR1 Mayor riesgo para desarrollar tumores, principalmente Tumor de Wilms

ANTECEDENTES

En nuestro pais, no tenemos reportes recientes de estudios realizados en pacientes con
SBW esporadico o de casos familiares. En esta familia, previamente se recabd la
informacién clinica de 63 integrantes y se estudiaron las expresiones de IGF2 y H19 en
los mismos, sin realizar una correlacién genotipo-fenotipo. Los resultados mostraron
expresion monoalélica para los dos genes en casos con SBW y controles familiares sin
SBW.

Los individuos estudiados, no presentaron alteraciones cromosomicas numeéricas, ni
estructurales utilizando la técnica de bandeo GTG con un nivel de resolucion de 550

bandas.




PLANTAMIENTO DEL PROBLEMA

El cancer es el término que se le da a una serie de padecimientos heterogéneos en su
etiologia, biologia y evolucion que tienen en comun ser el resultado de la desregulacién
genética de los procesos celulares, por lo que los estudios moleculares son necesarios
para tener mas elementos diagnésticos, prondsticos y terapéuticos.

El cancer en los nifios tiene un comportamiento diferente que en los adultos, ya que en la
mayoria de los adultos se relaciona con factores ambientales que promueven la alteracion
de los factores genéticos predisponentes. En cambio, en los nifios, los factores genéticos
son preponderantes y es bien conocida la coexistencia de neoplasias con malformaciones
congénitas (sindromes genéticos). Ademas, en los nifios, la velocidad de progresion
tumoral es mayor y de esta forma los mecanismos moleculares de iniciacion son
diferentes con la edad, debido, entre otras cosas, a las caracteristicas metabolicas de los
tejidos en crecimiento rapido del periodo embrionario, fetal y post-natal temprano.

El tumor de Wilms es la neoplasia abdominal mas frecuente en Pediatria y la mayoria de
los casos se presentan antes de los 5 afios de vida. Ocupa el cuarto lugar dentro de la
Oncologia pediatrica y méas del 90% sobreviven después del diagnostico, dependiendo del
tipo histologico y estadio. En estudios mas recientes se han propuesto diferentes riesgos
para presentar tumor de Wilms en SBW, estos dependen de la etiologia molecular, y se
ha llegado a proponer hasta un 37%. (41)

En la préactica clinica, no todos los pacientes con este tipo de padecimiento tienen acceso
a estudios moleculares, por lo que las conclusiones de una correlaciéon genotipo-fenotipo,
podrian orientar al clinico con respecto al mecanismo involucrado en el desarrollo del
padecimiento y, por lo tanto, en el asesoramiento genético.

El diagnéstico temprano de SBW en el neonato, es necesario debido al riesgo
incrementado para desarrollar tumor de Wilms principalmente. El conocimiento de los

genes involucrados es importante para diferenciar entre pacientes con alto y bajo riesgo



para desarrollar este tumor u otras neoplasias asociadas al sindrome. Esto nos permitira
realizar tratamiento oportuno, vigilancia adecuada, mejor prondstico, de acuerdo a los
lineamientos establecidos en este sentido. (4)

Los casos familiares con SBW no son frecuentes, por lo que es conveniente reportar esta
familia mexicana con una correlacién entre su mecanismo etiolégico y el fenotipo de sus
integrantes, situacion que clinicamente es relevante ya que la gran mayoria de las
correlaciones reportadas han sido realizadas en casos esporadicos.

IGF2, CDKN1C y LIT1 son los genes involucrados con mayor frecuencia en la etiologia de
este sindrome, con un papel importante en la aparicién de tumores embrionarios, y que
han sido ampliamente estudiados en correlaciones previas reportadas internacionalmente,
ya sea para casos familiares o para los esporadicos, por eso, decidimos iniciar el abordaje
de este estudio familiar, con el andlisis de la expresion de estos genes.

¢ Existe correlacion entre el tipo de expresion de los genes IGF2, CDKN1C y LIT1, con el
fenotipo observado en los integrantes de una familia nuclear mexicana con SBW?

Los resultados de este trabajo seran correlacionados con lo descrito para la poblacion
caucasica, con el objeto de conocer el comportamiento clinico y molecular del SBW en

nuestra poblacion.



HIPOTESIS

Existe correlacion entre el fenotipo y la expresion de los genes IGF2, CDKN1C Y LIT1, en

los individuos de una familia afectados con sindrome de Becwith Wiedemann

HIPOTESIS NULA
No existe correlacion entre la expresion génica y los defectos fenotipos que se observan

en los individuos de una familia con sindrome de Beckwith-Wiedemann



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:

Determinar si existe una correlacién entre el fenotipo y la expresién de los genes IGF2,

CDKN1C y LIT1, en los miembros de una familia afectados con SBW.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

o
*

*

Determinar el sexo mas afectado

Determinar la proporcién de afectados en esta familia

Determinar los hallazgos clinicos mas frecuentes relacionados con el sindrome
Determinar el tipo de tumor mas frecuente

Identificar alteraciones en la expresién del gen IGF2

Identificar las alteraciones en la expresion del gen CDKN1C

Identificar las alteraciones en la expresion del gen LIT1

Establecer una correlacién entre las alteraciones del genotipo y los hallazgos

fenotipicos.



MATERIAL Y METODOS

Pacientes

I. A través de la consulta externa del Departamento clinico de Genética Médica del
Hospital de Pediatria en CMN siglo XXI, se tuvo el primer contacto con el caso indice y a
partir de éste se analizé la familia nuclear (padres y hermanos). Posteriormente, se
estudi6é a la familia in extenso (parientes de primero, segundo y hasta tercer grado con
datos clinicos compatibles con SBW). Se realiz6 historia clinica completa, incluyendo a
individuos de ambos sexos y edades diferentes, todos de nacionalidad mexicana. La
familia en estudio consta de 6 generaciones integrada por 94 individuos vivos, originaria
de San Cristébal de las Casas, Chiapas (figura 5). A partir de la cuarta generacién se
estudiaron a tres familias nucleares con rasgos fenotipicos de SBW. Estas familias estan
constituidas por la de la abuela del caso indice y las de los dos hermanos de la misma,
incluyendo a los respectivos conyuges, hijos y nietos, reduciendo el grupo de estudio a un
total de 63 individuos quienes fueron sometidos a entrevistas clinicas, analisis
antropométricos y tomas de muestra sanguinea, previo consentimiento informado por

escrito.

Figura 5. Arbol genealdgico de la familia completa.



El estudio fue autorizado por el Comité de Etica e Investigacion del Hospital de Pediatria,
CMN Siglo XXI, (protocolo de investigacion aprobado y registrado con el numero
2002/718/035).

En cuanto a la exploracion fisica, se buscéd intencionadamente las caracteristicas
fenotipicas propias del sindrome y las de los diagnosticos diferenciales. Asi mismo, se
realizaron diversas medidas antropométricas relevantes para el mismo (30).

En este estudio, solo se realizo el andlisis de la expresion de los genes IGF2, CDKN1C y
LIT1, en la familia nuclear del caso indice.

Para el andlisis estadistico de los resultados, se propuso el coeficiente de correlacién Phi,
con el objeto de encontrar una significancia estadistica en la relacion entre el fenotipo y el

genotipo analizados.



Métodos

Andlisis molecular de la expresion de los genes

Extraccion de RNA y RT-PCR

Se extrajo RNA de una muestra de sangre periférica del caso indice, asi como de sangre
periférica del resto de la familia nuclear que acepto participar en el estudio, por el método
de Chomczynski (31) utilizando TRIZOL (Invitrogen, EUA).

El cDNA se obtuvo a través de la reaccion de RT-PCR utilizando el equipo “1st strand
cDNA synthesis” (Roche, USA). Se empled 1 p de RNA total con oligo dT a 25°C durante
10 minutos, 42°C 60 minutos y 99°C por 5 minutos. Para efectuar la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR) de cada uno de los genes seleccionados, se utilizaron los

siguientes iniciadores disefiados para este estudio, ver Tabla 5. (31)

TABLA 5. OLIGONUCLEOTIDOS EMPLEADOS EN EL ESTUDIO

IGF2-F GAA ACA ATT GGC AAA ATA AAG IGF2-R  CCA GTT TAC CCT GAA AAT TCC

CDKN1C-1F GCCCTC TCCTCCTCTCCTTT CDKN1C-1R CAG CTCCTC GTG GTC CAC

LIT1-F AAG AAA GTG TTG AGT GGT AA LIT1-R GAT GAT CTG AAA ATG GAA AAAA

La reaccién de PCR se realiz6 con un programa de desnaturalizacion inicial a 94°C, por
10 minutos, seguido por 40 ciclos a 94°C por 30 segundos, a 63°C por 30 segundos y

72°C por 45 segundos, con una extension final a 72°C por 10 minutos.




RESULTADOS.

1. Valoracién clinica de los individuos.

En la generacion | y Il se describen antecedentes de macroglosia, sin ser corroborados
por fallecimiento. A continuacién se describen las tres familias estudiadas (figuras 6, 7, 8).
FAMILIA 1.

La primera familia esta encabezada por 1V:2 de 52 anos de edad, quien es clinicamente
sana y madre de tres mujeres y un varon. V.4 de 28 anos, unicamente presenté
macroglosia. VI.7 de 8 anos de edad, con hélix doblado, alteraciones dentales,
macroglosia, macrosomia y alteraciones de la pared abdominal;

VI.8 quien fallecié al nacer, tuvo cardiomegalia, macroglosia y alteraciones de la pared
abdominal.

El resto de los integrantes de esta familia no presentaron datos clinicos relevantes de

SBW.

Macroglosia

Macrosomia

Defecto de pared abdominal

Visceromegalia

Asimetria de extremidades

Hélix doblado

DOO® GO

Figura 6. ARBOL GENEALOGICO DE LA FAMILIA 1



FAMILIA 2.

IV.4 de 48 afios de edad sdlo presentd el hélix doblado en pabellones auriculares, tiene 5
hijos, 4 mujeres y un varén. V.8 de 31 afios con macroglosia y macrosomia, la cual tiene
dos hijas, una de ellas con 5 afos de edad, VI.12, present6 cardiomegalia, macroglosia y

alteraciones de la pared abdominal. V.14 de 17 afos, s6lo macroglosia.

El resto son clinicamente sanos.

Figura 7. ARBOL GENEALOGICO DE LA FAMILIA 2

FAMILIA 3.

IV.6, de 47 anos de edad, tuvo cuatro hijas y siete hijos (uno de ellos fallecié a los 10 afios
de edad (V-29).

La hija V.22, de 26 afios de edad, macroglosia y macrosomia; ella tiene dos hijas y un
hijo. La hija VI.27, con menos de un afio de edad, tiene visceromegalia, macroglosia,

macrosomia, alteraciones abdominales y surco profundo entre trago y antitrago.



La sefora V.24 de 25 anos de edad, tiene macroglosia. Ella tuvo un aborto, una hija sana
y un hijo VI.29 (caso indice o propositus) con criptorquidia derecha, macroglosia,
microcefalia, nefromegalia y hepatomegalia, hernia umbilical, hipoglucemia, surcos en
pabellones auriculares y hemangioma capilar. Presentdé tumor de Wilms que ameritd
nefrectomia izquierda y quimioterapia posterior.

El individuo V.26 tiene el hélix doblado en ambos pabellones auriculares como Unica
manifestacion clinica.

El hijo V.27 tiene macroglosia y asimetria de extremidades, no tiene hijos.

Los individuos V.30 y V.31 tienen 9 y 7 anos de edad respectivamente y presentan
macroglosia, macrosomia, y asimetria de extremidades. El primero tiene ademas,
alteraciones dentales.

Los integrantes del resto de la familia no presentaron rasgos fenotipicos caracteristicos

del sindrome.

[ ]

20 21 22 23

Figura 8. ARBOL GENEALOGICO DE LA FAMILIA 3. Los individuos V23, V24, VI29 y VI30 conforman la
familia a quien se estudio la expresién de los genes IGF2, CDKN1C y LIT1.



La expresividad variable del sindrome permitié la creacion de tres grupos: el primero
basado en los criterios diagndsticos de Elliot, el segundo de acuerdo a los criterios de
DeBaun y en el tercero se incluyeron a los pacientes con un solo rasgo fenotipico. Tres de
los pacientes cumplieron los criterios del primer grupo, cinco fueron agrupados de
acuerdo a los criterios del segundo y cuatro tuvieron macroglosia Unicamente.

En general, son doce los individuos con el fenotipo de SBW, la macroglosia esta presente
en todos, la macrosomia en siete individuos, defectos en la pared abdominal (onfalocele,
hernia umbilical) en cuatro individuos, hemihipertrofia en tres de ellos, dos con surcos en
el I6bulo de las orejas y dos con visceromegalias, hipoglucemia y tumor de Wilms solo en

uno (Tabla 6, 7).

TABLA 6.
FENOTIPO NUMERO PORCENTAJE

Macroglosia 12 100
Macrosomia 7 58
Defectos de pared 4 33
Hemihiperplasia 3 25
Surcos en orejas 3 25
Visceromegalia 3 25

Hipoglucemia 1 8

Tumor de Wilms 1 8
n 12 100




2. RT-PCR de los genes:

Analisis molecular de IGF2

IGF2 se encuentra con expresion monoalélica.

mMwo P M ClI H

195 p.b.

mwo P ClI H

Figura 9. Corrimiento electroforético de los productos RT-PCR de IGF2 en muestras analizadas. M100=
marcador de peso, P= Padre, M= madre, Hna= hermana, Cl= caso indice. El fragmento esperado es de 195
p.b.

Analisis molecular de CDKN1C

Se encuentra expresado monoalélicamente.

COKN1C Cl Hna M P M100

210 p.b.

Figura 10. Corrimiento electroforético de los productos RT-PCR de CDKN1C en muestras analizadas. M100=
marcador de peso, P= Padre, M= madre, Hna= hermana, Cl= caso indice. El fragmento esperado es de 210
p.b.



Analisis molecular de LIT1

Se encuentra expresado monoalélicamente.

LmA
M100 P M Hna Cl

601 p.b.

601 p.b.

e

P-LIT! Hna CI béct CL)

Figura 11. Corrimiento electroforético de los productos RT-PCR de LIT1 en muestras analizadas. M100=
marcador de peso, P= Padre, M= madre, Hna= hermana, Cl= caso indice. El fragmento esperado es de 601
p.b.

Analisis molecular de (3 actina

B ACTINA
Cl HhaM P M100

650 p.b.




TABLA 7. Fenotipo presente en las familias estudiadas con SBW. El caso 7 es la madre del caso indice, y el caso 12, el caso

indice.

FAMILIAS TOTAL
FENOTIPO SBW 1 2 3
CASO1 CASO2 |[CASO3 CASO4 CASO5 |CASO6 CASO7 CASO8 CASO9 CASO10 CASO11 CASO12

V-4 VI-7 V-8 V-14  VI12 | V=22  V-24 V-27 V-30 V-31 VI-27 VI-29 n=12 %
GENERO F F F F F F F M F M F M
MACROGLOSIA + + + + + + + + + + + + 12 100
MACROSOMIA + + + + + + + 7 58
DEFECTOS PARED
ABDOMINAL * * * * 4 33
HEMIHIPERTROFIA + + + 3 25
SURCOS EN OREJAS + + + 3 25
VISCEROMEGALIA + + + 3 25
HIPOGLUCEMIA + 1 8
HEMANGIOMA CAPILAR + 1 8
TUMOR DE WILMS + 1 8
CRIPTORQUIDIA + 1 8
IGF2 expresion
monoalélica + + + + + + + + + + + + 12 100
H19 expresion monoalélica + + + + + + + + + + + + 12 100
CDKN1C expresion
monoalélica + + 2 17
LIT1 expresidon monoalélica + + 2 17



DISCUSION.

En 12 miembros de esta familia se encontraron caracteristicas fenotipicas de SBW,
predominando la macroglosia, la macrosomia y defectos de la pared abdominal como ha
sido reportado en la literatura internacional, si embargo, el fenotipo se vuelve menos
distintivo conforme se incrementa la edad. La discrepancia en el fenotipo es consistente
entre los pacientes estudiados (Tabla 7). (32)

Por otra parte, se identificd sélo un caso con tumor de Wilms que representa el 8% del
total de afectados.

La incidencia de anomalias entre los casos estudiados es muy similar a la reportada en la
literatura internacional. Se ha propuesto recientemente una mezcla de diferentes modelos
de herencia (33), sin embargo en este caso familiar se cumplen las caracteristicas de una
transmisién Autosémica Dominante, la cual ha sido descrita ampliamente para este
sindrome. Particularmente, en esta familia, la transmisiéon materna es predominante. (32,
33)

Se han reportado anormalidades fenotipicas como factores predictivos para tumores
embrionarios, estos son: visceromegalias, historia familiar, macrosomia al nacimiento y en
menor grado los defectos de pared abdominal; en este sentido, solo el antecedente
familiar y la macrosomia son destacables por su frecuencia en este familia. (35)

Se han informado pocos casos familiares del SBW, en los cuales, el antecedente familiar
no es considerado como un criterio clinico relevante para la integracion del diagnéstico de
certeza (15, 25). Esta familia tiene varios integrantes con expresion minima del fenotipo,
pero la presencia de otros familiares afectados sin duda nos orienta al diagndstico clinico
del mismo. Por lo tanto consideramos que el antecedente de otro familiar afectado en un
paciente con expresion fenotipica minima para SBW debe ser considerado como un
criterio mayor como lo es para ofras entidades genéticas, tales como Neurofibromatosis o

Marfan.



De acuerdo a los resultados moleculares obtenidos consideramos que la expresién de
IGF2 es normal (monoalélica), asi también la de LIT1 y CDKN1C, por lo que alteraciones
a nivel de impronta en estos genes se descartan como factores etiolégicos de SBW en
esta familia en particular. Esto también es apoyado con los resultados de los estudios
moleculares y citogenéticos realizados previamente.

Como objetivo  principal de este trabajo, se planteo la necesidad de realizar una
correlacion fenotipo-genotipo, sin embargo al no encontrar alteraciones en la expresién
de los genes estudiados no podemos establecer tal correlacién ni una causa especifica
por el momento.

Al no encontrar evidencia de los cambios epigenéticos mas frecuentes, postulamos que
sea una mutacion puntal en CDKN1C la causa de SBW, como ha sido descrito en otros
casos familiares. (10, 15, 25, 26, 27, 34)

Se han descritos multiples mutaciones puntuales que afectan de diferentes formas a
CDKNL1C, recientemente algunas heredadas maternalmente, como es el cambio de G por
T en un tracto de poliG en el extremo 5’ del intro 3, lo que afecta el corte y empalme. (36)
También CDKN1C puede ser reprimido por multiples mecanismos incluyendo algunos que
no involucran la metilacién de su promotor. En SBW, los pacientes con una metilacién
normal en KvDMR1 y reducida expresion de CDKNI1C, pueden presentar cambios
epigenéticos a nivel de cromatina y otros descritos recientemente (37, 38, 39). Por otro
lado, se ha propuesto al gen ZAC, como un regulador de la expresion de CDKN1C, a
través de LIT1.mutaciones en este gen se han asociado con DM y alteraciones del

crecimiento particularmente SBW. (40)



CONCLUSIONES

1. No existe correlacién entre el genotipo estudiado y el fenotipo de los miembros
afectados de esta familia.

2. El género mas afectado es el femenino.

3. EI 19% de los individuos estudiados tiene SBW, (12 casos).

4. Predominan la macroglosia, macrosomia y defectos de pared abdominal.

5. Unicamente se presento un caso con tumor de Wilms.

6. La expresion de IGF2, CDKN1C y LIT1 es monoalélica, de acuerdo al patrén
normal de expresion conocido para estos genes.

7. Se confirma la expresividad variable y modelo de herencia Autosémico Dominante

asi como la caracteristica transmision materna del sindrome.

PERSPECTIVA
Es probable que en la etiologia del SBW, de este caso, este involucrada una o mas
mutaciones puntuales en CDKN1C, como esta reportado para los casos familiares, por
lo que proponemos se realice, en un estudio posterior, la secuenciacion completa del

gen.
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