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ANTECEDENTES

I. SINDROME DE PRADER WILLI

El sindrome de Prader Willi (PWS) fue descrito inicialmente en 1956 por
Labhart y Willi, los cuales reportaron un sindrome caracterizado por obesidad,
talla baja y acromicria que generalmente estaba precedido por hipotonia
infantil. En nifios y jovenes se observo hipoplasia escrotal y testiculos
criptorquidicos. Como antecedente se describié llanto débil, dificultad para la
succidn y retraso psicomotor, esto aunado a la aparicién temprana de Diabetes

Mellitus y otras complicaciones relacionadas a obesidad.

Estudios epidemiolégicos de individuos con PWS indican una incidencia de
aproximadamente 1 en 25,000 (Burd y cols., 1990; Whittington y col,. 2001;
Butler y cols., 2002; Smith y cols., 2003). Es probable que estos valores se
encuentren subestimados, ya que muchos pacientes no son diagnosticados en
edades tempranas. Se estima que la incidencia real sea de aproximadamente
1/10,000 a 1/15,000, con una prevalencia de 350,000 a 400,000 a nivel
mundial, ocurriendo en ambos sexos y en todos los grupos étnicos.
(Goldstone., 2004)

HISTORIA NATURAL

Los pacientes con PWS presentan hipotonia desde el periodo prenatal,
la cual se traduce en disminucion de la motilidad fetal, presentacion anormal
durante el parto, un incremento en la necesidad de utilizar técnicas especiales

como férceps e incremento en la necesidad de realizar cesarea.

La hipotonia infantil en el PWS es un hallazgo practicamente universal, y
condiciona disminucién en los movimientos espontaneos y letargia, con
decremento en el despertar autbnomo, llanto débil, disminucion en los reflejos y

dificultad o debilidad en la succién. La hipotonia en PWS es de origen central y



los estudios neuromusculares, incluyendo la biopsia muscular generalmente se

reportan normales o con un patrén inespecifico.

El PWS se caracteriza por hipotonia severa con dificultad en la succion
durante el periodo neonatal. Aproximadamente entre los 1 y 6 afios de edad la
mayoria de los niflos desarrollan un apetito insaciable y se vuelven obesos al
menos que se les imponga un estricto control dietético. La adquisicion de
habilidades motoras y del lenguaje estan retrasadas. Casi todos los individuos
con PWS tienen cierto grado de retraso intelectual que puede variar de limitrofe
a retraso mental moderado. La adquisicion de nuevo vocabulario puede ser

buena, aunque la estructuracién de frases suele ser simple y poco compleja.

La hipotonia mejora con el tiempo. Los adultos continian con una
leve hipotonia con disminucién de la masa muscular asi como del tono

muscular. (Cassidy SB y col., 2006)

En ambos sexos existen datos de hipogonadismo, que se manifiesta con
hipoplasia genital, desarrollo puberal incompleto, e infertiidad en la gran
mayoria de los casos. La hipoplasia genital es evidente desde el nacimiento y
se mantiene durante toda la vida. En los varones, el pene puede ser pequeno,
y de manera muy caracteristica el escroto es pequefo e hipoplasico, poco
rugoso y poco pigmentado. La criptorquidia uni o bilateral se presenta en un 80
a 90% de los varones con PWS. Aunque la hipoplasia genital en mujeres es
menos evidente y puede pasar desapercibida, los labios menores y el clitoris
generalmente son pequefnos desde el nacimiento. El hipogonadismo es de
origen hipotalamico y causa un desarrollo puberal incompleto, retrasado y en
ocasiones desordenado. En el 20% de los casos se presenta adrenarca precoz.
Casi todos los pacientes son infértiles, aunque se han reportado en la literatura
dos casos de mujeres con PWS que se han reproducido. (Akefeldt y cols.,
1999; Schulze y cols., 2001). Recientemente se ha observado que el
hipogonadismo en los nifilos con PWS es debido a una combinacién entre
hipogonadismo hipotalamico (baja LH) y periférico (Inhibina B baja y FSH
elevada) lo que sugiere un defecto primario en las células de Sertoli y en las

células germinales. Se ha demostrado que en pacientes masculinos con PWS



la terapia con hormona de crecimiento estimula la produccion de testosterona y
por lo tanto la virilizacién. (Eiholzer Urs y cols., 2006)

En el 90 a 100% de los pacientes se presenta un retraso en el desarrollo
psicomotor, adquieren la mayoria de las habilidades, en promedio, al doble de
la edad normal (ej. sentarse a los 12 meses, caminar a los 24 meses etc).

Las anomalias cognitivas se hacen muy evidentes para cuando el nifio
ingresa a la edad escolar. La mayoria de los casos caen dentro de la categoria
de retraso mental leve (IQ 60 a 70), 40% tienen retraso mental limitrofe o

inteligencia normal disminuida y 20% tienen retraso mental moderado.

Entre el primer y sexto afno de vida inicia la hiperfagia, se cree que ésta
esta condicionada por anomalias a nivel hipotalamico que condicionan una falta
de saciedad. Es caracteristica una conducta de busqueda constante de
comida, por lo que es frecuente que los pacientes roben o mientan para
conseguirla o conseguir dinero para comprarla, o ingieran productos no
comestibles o caducos. La obesidad es producto de este comportamiento
aunado a que los pacientes con PWS tienen una tasa metabolica lenta y por lo
tanto un requerimiento calérico muy bajo. (Cassidy y col., 2006)

Se han detectado niveles altos de grelina en estos pacientes, que es un
secretagogo de la hormona de crecimiento que generalmente se eleva en
estados de ayuno prolongado y disminuye con la ingesta de alimentos. ( Butler,
Bittel, Talebizadeh et al 2004).

Los problemas del comportamiento son comunes y varian con la edad.
Nifios entre 3 a 4 afnos, no manifiestan problemas de conducta, se caracterizan

por ser nifos risuenos, afables y facilmente confortables.

Entre los 4 a 5 afnos y hasta aproximadamente los 10 afos, en el 70-
90% de los casos, aparecen las rabietas, la terquedad, las discusiones. Son
ninos muy argumentativos, con buena memoria a largo plazo (jamas olvidan
algo que se les haya prometido) y de una estructura mental muy rigida
(raramente se les hard cambiar de opinion o ceder). En esta edad las



conductas hiperfagicas se agravan a medida que el individuo adquiere mayor

independencia, y por lo tanto tienen acceso a la comida con mas facilidad.

A partir de los 10 anos los principales problemas de conducta se
relacionan con la obtencion de comida. En la adolescencia los problemas de
tozudez se anaden los problemas de hipersensibilidad a las criticas del entorno
y una tendencia muy marcada a la baja autoestima. También es frecuente la
poca energia (agravada por la obesidad) a menudo estas caracteristicas

propician cuadros depresivos.
Un 5 a 10% de los pacientes adultos presentan cuadros psicoticos.

Para la segunda década de la vida es evidente la talla baja en casi todos
los casos, el promedio de talla final sin tratamiento es de 155 cm para varones
y 148 cm para mujeres. Las manos y pies generalmente se mantienen por
debajo de la percentila 5, con un promedio en la talla del pie en las mujeres de

20.3 cm y para hombres de 22.3.

Las caracteristicas faciales no suelen estar presentes al nacimiento pero
se desarrollan con el tiempo, es frecuente la hipopigmentacién generalizada
asociada a la delecidon del gen P (las mutaciones homocigotas de este gen se
asocian a albinismo oculocutaneo tipo 2) localizado en la region de PWS. Un
60 a 70% de los pacientes presentan estrabismo y 40 a 80% escoliosis.

La calidad de vida depende de los problemas médicos asociados, de los
trastornos conductuales y psicéticos que se puedan desarrollar. Las
complicaciones de la obesidad son la principal causa de morbilidad y
mortalidad. (Camprubi-Sanchez y cols., 2006).

El PWS es considerado como el sindrome genético mas comun que

lleva a la obesidad.

Hay una relacién bien documentada de la morbi-mortalidad y la
presencia de complicaciones relacionadas con la obesidad en los pacientes
con PWS. Las complicaciones mas graves incluyen, insuficiencia
cardiorrespiratoria, diabetes mellitus (en aproximadamente un 25% de los

adultos, con una edad promedio de inicio as los 20 anos) y apnea obstructiva
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del sueno. Recientemente se reporté que el indice de mortalidad en el PWS es

del 3% (Schrander-Stumpel y cols., 2004; Stevenson y cols, 2004; Butler y

cols., 2002) y la causa mas frecuente son las complicaciones

cardiorespiratorias.

CRITERIOS DIAGNOSTICOS

Los criterios diagnésticos clinicos fueron desarrollados por un consenso

antes de la disponibilidad de una prueba de laboratorio sensible y especifica
(Holm y cols., 1993):

*%

Mayores

Hipotonia neonatal e infantil con dificultad para succion.

Dificultad para la alimentacién y pobre ganancia de peso en la infancia
(técnicas especiales de alimentacion).

Ganancia rapida de peso que inicia entre 1 y 6 afos, obesidad central.

Facies caracteristica: diametro bifrontal estrecho, ojos almendrados, boca en
carpa.

Hipogonadismo / Hipogenitalismo: hipoplasia genital (labios menores vy clitoris
pequefios / escroto hipoplasico o criptorquidia), pubertad retardada o
incompleta, infertilidad.

Retraso en el desarrollo / retraso mental leve a moderado / dificultad para el
aprendizaje.

Hiperfagia / obsesion por la comida.

Alteraciones cromosémicas en 15q11-g13.

Menores

Reduccion en movimientos fetales y letargia infantil.

Problemas conductuales caracteristicos: rabietas, terquedad, rigidez,
comportamiento obsesivo-compulsivo, robar, mentir.

Alteraciones del suefio / apneas.

Talla baja para talla blanco familiar a los 15 afos.

Hipopigmentacion.

Manos y pies pequenas para talla y edad.

Patologia ocular: esotropia y miopia

Saliva viscosa.

Defecto de articulacion del lenguaje.

Pellizcarse, “picarse” la piel.

Adicionales

Umbral para el dolor alto.

Vomito disminuido.

Alteracién en la sensibilidad a la temperatura.

Escoliosis o Xifosis.




Adrenarca temprana.

Osteoporosis.

Habilidad inusual con rompecabezas.

Estudios neuromusculares normales (biopsia muscular, electromiografia)

Criterios mayores = 1 punto. Criterios menores = 2 punto.
Se requieren para el diagnéstico:

<3 afos: 5 puntos, de los cuales 4 deben ser criterios mayores

>3 afos: 8 puntos, 5 de los cuales deben ser criterios mayores.
Adicionales solo incrementan o disminuyen la sospecha diagnostica.

Tabla 1: Criterios diagnésticos de Holm.

ETIOLOGIA

El brazo largo del cromosoma 15 (15g11-q13) contiene un grupo de
genes que tienen expresion diferencial dependiendo del origen parental.
(Figura 1) Este patron peculiar de expresion es consecuencia de un proceso

llamado impronta genémica (como se comentara mas adelante)

La mayoria de estos genes son expresados Unicamente en la copia
paterna, aunque se han reconocido dos genes que tienen solamente expresion

en la copia materna.

La pérdida de expresion de los alelos paterno o materno se traducira en

PWS o Sindrome de Angelman respectivamente.

Los mecanismos moleculares que conducen a PWS son heterogéneos
(Figura 2), el 70% de los pacientes son portadores de deleciones en el
cromosoma paterno, las cuales son de novo. El segundo hallazgo mas
frecuente en el PWS es la disomia uniparental (UDP) materna, La minoria de
pacientes con PWS tienen 2 cromosomas 15 de origen biparental, pero en
realidad, estos son portadores de la misma impronta. Todos estos mecanismos

pueden ser detectados por estudios de metilacion.
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Las deleciones de novo de 15q11-q13 ocurren en aproximadamente 70-
75% de los pacientes con PWS; comprenden aproximadamente 4 Mb. La
mayoria de estas deleciones ocurren como consecuencia del entrecruzamiento

no homologo entre secuencias de DNA duplicadas que flanquean esta region.

En el 95% de los pacientes con PWS y AS tipicamente se han descrito 2
tipos de deleciones las que abarcan la regién BP1 (DI5S541) hasta BP3
(D15S1002) la delecion tipo | se extienden desde BP1 hasta BP3 y la delecion
tipo Il tiene una extensiéon de BP2 hasta BP3 (Christian SL, y cols., 1999).

La delecién tipo | es de aproximadamente 5Mb, la delecion tipo Il es

mas pequena y abarca aproximadamente 500 Kb.

El segundo hallazgo en frecuencia en el sindrome de PWS es la disomia
uniparental materna (matUPD). La UPD ocurre cuando un producto recibe
ambas copias de un cromosoma o un segmento cromosémico de solo alguno
de los padres. La disomia puede constar de dos copias del mismo cromosoma
(isodisomia) o un par de cromosomas homodlogos derivados de un mismo
progenitor (heterodisomia). En dos tercios de los casos, se debe a un evento
primario de no disyuncién meibtica seguida por una rescate trisomico, los
cuales parecen vincularse a la edad materna avanzada, estos pueden
detectarse en un principio como mosaicos trisomicos durante el diagnéstico
prenatal, ya sea por estudio citogenético en amniocentesis o en la muestra de

biopsia de vellosidades coriales (Horsthemke, 2005).

Algunos pacientes con PWS y AS tienen aparentemente dos
cromosomas 15 normales de origen biparental, pero uno de ellos es portador
de la misma impronta (marcaje epigenético del genoma de un organismo
diploide con respecto a su origen parental). Esto puede ocurrir de novo sin
mutaciones en el DNA o como consecuencia de una mutacion que afecta el
centro de control impronta. El 95% de los defectos en el centro de control de
impronta (CI) son microdeleciones dentro de SNRPN. (Arabella Smith y cols.,
2002). La regién del Cl es una estructura bipartita, el primero es requerido para

el mantenimiento de la impronta paterna durante la embriogénesis temprana.



El segundo elemento es requerido para la impronta materna en la linea

germinal femenina. (Horsthemke, 2005) (Figura 3).
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Figura 3: estructura bipartita del centro de control de impronta.

Existen algunas diferencias clinicas entre individuos con PWS con
delecion 15qg y aquellos con UDP materna. Los individuos con UDP materna,
son menos susceptibles a tener una apariencia facial tipica, hipopigmentacién
o habilidades con los rompecabezas (Cassidy y cols.,1995; Gillessen-
Kaesbach y cols., 1995); por lo contrario tienen 1Q mas alto y leves problemas
del comportamiento, sin embargo, la psicosis y el autismo son mas comunes en
estos pacientes. Un reporte sugiere que, individuos con deleciones tipo I, tienen
mas problemas de comportamiento que aquellos con deleciones tipo Il. (Butler
y cols., 2004). Datos mas recientes sugieren que los pacientes con PWS con
deleciones tipo |, tienen un fenotipo mas severo que aquellos pacientes que
muestran deleciones tipo Il, donde se incluyen: comportamiento auto-agresivo,
déficits de atencion, comportamiento obsesivo compulsivo, dificultades para

leer.

Habiéndose realizado el diagnéstico de Sindrome de Prader Willi se
recomienda un manejo multidisciplinario. El reconocimiento y la intervencion
temprana sin embargo, mejoran importantemente el prondstico y la evolucién.
(Eiholzar y Whitman 2004; Cassidy y col., 2006).



OPCIONES TERAPEUTICAS

TRATAMIENTO BENEFICIOS

ADVERSOS

Técnicas de la

alimentacion especial

de Mejoramiento
nutricion

Hormona de crecimiento 4 Velocidad de crecimiento
en la nifiez y talla final
4 Lipdlisis
4 Densidad mineral 6sea
ADesarrollo cerebral e 1Q

Prevencién del carcinoma
testicular

Orquidopexia/
orquidectomia

Prevencion de la obesidad
y complicaciones

Modificacion de la dieta

Ejercicio Prevencion de obesidad
4 Fuerza muscular
Inhibidores de la Compulsividad por el

recaptura de serotonina = grataje de piel

Depresion o}

comportamiento agresivo

Antipsicoticos Comportamiento agresivo
Densidad mineral 6sea

4 Indice de fracturas

Esteroides sexuales A Fuerza muscular

Topiramato v Grataje de piel

Anélogos de la y Obesidad

Somatostatina

Antagonistas  de la ¢ Disminucion de la

gerlina ingesta de alimentos y
obesidad

Hormonas intestinales y Disminucion de la ingesta

anorexicas de alimentos y

(PYY3-36 y polipéptido obesidad

pancreatico)

Intolerancia a la glucosa

Muerte subita y
apneas??

Estrégenos: riesgo de
trombosis

Testosterona:

comportamiento
agresivo e hipertrofia
prostatica
Efectos
neuroldgicos
Intolerancia a la glucosa
Litos vesiculares

colaterales

Efecto incierto

Efecto incierto

Drogas anoréxigénicas y Disminucion de Ila Efecto incierto
de origen central ingesta de alimentos
y obesidad

Tabla 2: Opciones terapéuticas para PWS (Cassidy y cols., genereviews, 2006)
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Il. EPIGENETICA, IMPRONTA GENOMICA Y METILACION DEL ADN.

La impronta se ha definido como el marcaje epigenético del genoma de un
organismo diploide con respecto a su origen parental. La impronta es un
mecanismo epigenético particularmente importante en los mamiferos y
pareceria estar relacionado en la regulacion de la transferencia de nutrientes

de la madre al feto y al recién nacido.

El término epigenética se ha definido como “los cambios heredables en la
expresidbn génica que ocurren sin una alteracibn en la secuencia de
nucleétidos del ADN). Asi un mecanismo epigenético puede ser entendido
como un sistema complejo para utilizar selectivamente la informacion genética,
activando y desactivando diversos genes funcionales. Las modificaciones
epigenéticas pueden implicar la metilacion de residuos de citosina en el ADN

y/o0 cambios en la estructura de la cromatina que regula la expresion génica.

En el genoma de los vertebrados la Unica modificacion epigenética en la
molécula del ADN se produce por la adicién enzimatica de un grupo metilo al
carbono 5 de la citosina. La mayoria de las 5-metil citosinas (5mC) en el ADN
de los mamiferos estan presentes en los dinucledtidos 5°-CpG-3° y en la
cadena complementaria en el dinucleotido 3"-GpC-5".

En las células humanas somaticas humanas, la 5mC constituye el 1%
del total de las bases del ADN. La presencia de la 5mC produce un cambio
conformacional en la doble cadena del ADN, lo cual podria actuar como una
sefal especifica para otras moléculas que intervienen en la regulacién de la
expresion geénica. El estado de metilacion de los residuos de citosina le puede
conferir una variacion espacial y temporal a la estructura de la cromatina,
habiéndose demostrado que generalmente existe una correlacién inversa entre

los niveles de metilacion del ADN y la expresién génica.

Los dinucle6tidos CpG no estan distribuidos uniformemente en el
genoma humano. En 98% del genoma, los CpG estan presentes en promedio
una vez por cada 80 dinucleétidos, existiendo regiones de 200 pb a varias
kilobases que tienen una frecuencia cinco veces mayor de dinucleétidos CpG
(>60% de CG), denominadas “islas CpG”. Aproximadamente 60 a 90% de
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todas las secuencias CpG dispersas en el genoma estan metiladas, mientras
que las correspondientes a las islas CpG que se localizan en el promotor de la

mayoria de los genes de mantenimiento celular no lo estan.

Los patrones de metilacion en las células somaticas son generalmente
estables y heredables, sin embargo, son reprogramados ampliamente en las
células germinales y durante el desarrollo embrionario temprano, siendo la
metilacion de novo particularmente activa en estos estadios. La metilacién de
novo también puede ocurrir en las células somaticas adultas, un numero
significativo de las islas CpG son susceptibles de metilacién progresiva en
ciertos tejidos durante el proceso de envejecimiento o en los procesos

neoplasicos. (Camprubi-Sanchez y cols., 2006).

La metilacion del ADN constituye un marcador epigenético que identifica
la cadena molde durante la replicacion del ADN vy el origen parental de las
regiones improntadas, regula a los transposones, la impronta gendémica y la
expresion génica. Generalmente la metilacion en elementos reguladores de los
genes tales como promotores, potenciadores, aislantes y represores suprimen
su funcion. La metilacién en regiones no codificantes, como la heterocromatina
centromérica, parece ser crucial para mantener la conformacion e integridad de
los cromosomas. También se ha sugerido que la metilacion constituya un
mecanismo de defensa del genoma contra elementos genéticos moviles

(Rodriguez Dorantes y col., 2004).

Los genes improntados presentan caracteristicas genéticas vy
epigenéticas comunes, frecuentemente son ricas en islas CpG y cerca o
incluso dentro de ellas contienen grupos de secuencias repetidas directas. La
modificacion epigenética mas importante en la impronta es la metilacién de
dinuclettidos CpG que define regiones con metilacién diferencial (DMR las
cuales son especificas para cada alelo parental. Los genes improntados
también pueden diferir con respecto a la estructura de la cromatina y al estado
de acetilacién y metilacién de las histonas. (Reik W. y cols., 2001).

Los patrones de metilacién del ADN son importantes para regular de

manera adecuada la expresion de los genes y asegurar un desarrollo normal
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del ser humano, por lo que su alteraciéon se relaciona con enfermedad. Algunas
enfermedades humanas, como los sindromes de Beckwith Wiedemann y de
Prader Willi/Angelman, estan asociados con cambios en la dosis funcional de
genes sujetos a impronta gendmica, y pueden originarse por diferentes
mecanismos que incluyen microdeleciones o duplicaciones de la region
imprentada, disomia uniparental y alteraciones en los mecanismos de

regulacion epigenética.

lll. PRUEBAS DIAGNOSTICAS PARA EL SINDROME DE PRADER-WILLI

HIBRIDACION IN SITU CON FLUORESCENCIA (FISH)

Con este estudio se puede detectar el 70% de los pacientes con PWS.
El uso de una sonda que hibrida en la region a estudiar permite detectar
presencia o ausencia de la region critica permitiendo detectar los casos
originados por delecion intersticial o secundaria a una traslocacién

desbalanceada.

El andlisis por FISH es una herramienta sensible y especifica para la
deteccion de las deleciones 15g11-q13, encontradas en los pacientes de PWS
(Delach y cols., 1994). Sin embargo no detecta aproximadamente un 30% de

los casos que no son secundarios a deleciones.

GENESCAN PARA DETECCION DE UPD

El estudio detecta aproximadamente 20% de los casos. En esta técnica
se usan marcadores informativos, para investigar la transmisién del cromosoma
15 de cada padre al nifio y determinar si este demuestra herencia biparental o
existe UPD.
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PCR SENSIBLE A METILACION ALELO ESPECIFICA DE SNRPN  (MS-
PCR)

Este estudio es capaz de detectar 99% de los pacientes con PWS.
Como ya se mencioné anteriormente existe un estado de metilacién diferencial
en varios sitios de la region critica de PWS/AS, en la cual el homologo materno
esta metilado, mientras que el homologo paterno no lo esta y por lo tanto se
encuentra transcripcionalmente activo. Independiente del mecanismo molecular
por el cual se da la enfermedad, existe un sitio diferencialmente metilado en la
isla CpG del gen SNRPN localizado en la region critica. Se ha observado que
mas del 96% de todos los dinucleoétidos CpG estan metilados en el cromosoma
materno, mientras que ninguno, en el cromosoma paterno, esta caracteristica
permite realizar un ensayo de PCR metilacion especifica (MS-PCR) para la
deteccion de PWS y AS.

Con esta técnica, el ADN tratado con bisulfito, induce una modificacién
quimica de las citosinas a uracilos excepto cuando las citosinas estan
metiladas. La 5-metilcitosina es resistente al bisulfito y por lo tanto permanece
sin cambios. Esto permite que después del estudio con PCR utilizando primers

especificos para la regidn se observe un patrén de bandas caracteristicas.

Por consiguiente, un individuo normal mostrara un alelo metilado y otro
no metilado, uno producto del cromosoma materno metilado y otro producto del
cromosoma paterno no metilado. Los pacientes con PWS, mostraran
Unicamente la banda materna y los pacientes con AS mostraran la banda
paterna (Takeo Kubota y cols., 1997; Zeschnigk y cols., 1997).

METODO DIAGNOSTICO ALTERACION DETECTADA SENSIBILIDAD
Analisis de metilacion Metilacién anormal 99%
FISH/ PCR cuantitativa Delecion de PWCR 70%
Disomia uniparental Disomia uniparental de PWCR 25%
Secuenciacion Defecto en el centro improntador | < 1%

Tabla 3. Estudios moleculares utilizados para el diagnostico de PWS. PWCR: Region critica de
Prader-Willi
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IV. EL NINO HIPOTONICO.

Con el nombre de lactante hipotdnico se identifica sindrdmicamente a un
grupo de nifos cuyos signos dominantes son su escasa motilidad, debilidad
muscular e hipotonia generalizadas y evidentes desde el periodo neonatal. El
tono muscular se evalua valorando la resistencia muscular al estiramiento
pasivo. (Bruce O. Berg. Child Neurology. 1994). El tono muscular en un
neonato o lactante incluye no solo las extremidades sino también el tronco,

cuello, espalda y cintura escapular y pélvica.

Clinicamente el tono muscular se divide en dos: fasico (estructuras
apendiculares) y postural (estructuras axiales como cuello, espalda y tronco).
En un paciente puede existir discrepancia entre el tono fasico y postural, un
ejemplo claro es el caso de un lactante que sufrié hipoxia severa, a los 3 — 4
meses de edad presentara hipotonia postural con hipertonia fasica y
eventualmente desarrollara espasticidad en musculos tanto apendicualres

como axiales. (Bodensteiner, 2008)

La hipotonia es relativamente frecuente y puede reflejar una gran variedad
de procesos que afecten el cerebro o cualquier estructura de la unidad motora.
Es importante distinguir la hipotonia de la debilidad muscular, ya que en

algunos procesos puede existir hipotonia con fuerza muscular conservada.

Se puede clasificar en central y periférica. Los desordenes con hipotonia
central son aquellos en los que el sistema nervioso central, incluyendo la
médula espinal, estan predominantemente afectados; y abarcan principalmente
la  encefalopatia hipdxico-isquémica, mielodisplasias, desordenes
cromosomicos, desordenes neurometabdlicos y sindromes congénitos, siendo
el mas frecuente de ellos el sindrome de Prader-Willi. Los des6rdenes con
hipotonia periférica son aquellos en los que el efecto predominante se
encuentra en la unidad motora, e incluyen los siguientes: células del asta
anterior, nervio periférico, unidbn neuromuscular y alteraciones del tono
muscular (Laurence P Richer y cols.,2001).
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El dafo en estructuras centrales como en el cerebro ejerce influencia tanto

en estructuras apendiculares como axiales, sin embargo es mas evidente en la

porcion apendicular del sistema motor. Por otro lado las lesiones a nivel de la

unidad motora generalmente se acompanan de hiporreflexia o arreflexia.

La evaluacion del nifio hipotdnico es subjetiva y requiere de experiencia en

la interpretacién de los hallazgos. El nifio debe estar en reposo con la cabeza

en posicion media.

Existen varias maniobras que se ha comprobado que son Utiles para

evaluar el tono muscular:

Suspensién ventral: Para evaluar el tono truncal se suspende al bebé
deteniéndolo del abdomen con la mano del examinador, los neonatos
normales asumen una postura con los miembros en flexion, la espalda
rigida y la cabeza viendo hacia el frente, los nifios hipotonicos se dejan

caer suspendidos de la mano del examinador (Ver Figura 4-D).

Jalar a sentarse: es una maniobra util para evaluar el tono axial del
cuello y espalda y el tono apendicular de los brazos. Consiste en jalar al
nino de las manos de la posicion de descanso a la de sentado. La
respuesta normal es oponer resistencia, lo cual no sucede en los nifios
hipoténicos. (Ver Figura 4-A).

Signo de la bufanda: consiste en tomar la mano del nifio en posicién
supina y cruzarla hacia el hombro del lado opuesto, normalmente el
codo llega a la linea media, sin embargo en los nifios con hipotonia
sobrepasa ésta sin resistencia. (Ver Figura 4-B)

Suspensién de los hombros: consiste en levantar al nifo deteniéndolo
por debajo de los brazos, los nifios hipoténicos tienden a “resbalar” entre
las manos del examinador. (Ver Figura 4-C)
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Figura 4. Maniobras para evaluar hipotonia.

Habiendo evaluado lo anterior, el siguiente paso en caso de encontrar
hipotonico al paciente es evaluar otras dos caracteristicas (Bodensteiner,
2008):

- Si hay fuerza muscular conservada o disminuida. (Se define fuerza

muscular como la resistencia voluntaria maxima al movimiento)

- Reflejos miotaticos, los cuales estan presentes en la hipotonia de origen
central o supraspinal y disminuidos o ausentes en la hipotonia de origen
periférico o segmental con excepcion de los sindromes miasténicos.
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En base a lo anterior podemos clasificar a los pacientes deacuerdo a si la
hipotonia es de origen central o periférico y por lo tanto enfocar las sospechas
diagnésticas y el abordaje del paciente. (Ver Tabla)

Origen de la hipotonia Localizacién Condiciones Clinico Patolégicas
estructural

Supraspinal/ Cerebro, Tallo cerebral  Enfermedad sistémica (sepsis,

Suprasegmental / Central ICC, EHI)

(ROTs conservados)
Hipotonia sindréomica

Disgenesia cerebral
Cerebro normal

Segmental o de unidad Union craneovertebral Dano a médula espinal
motora (ROTs

L Células de asta anterior  Atrofia muscular espinal
disminuidos o ausentes)

Nervio periférico Neuropatia sensorial y motora
hereditaria.

Miastenia gravis, sindromes

Unién neuromuscular o - .
miasténicos congénitos, botulismo.

Miopatias congénitas, miopatias
metabdlicas, distrofias musculares

Musculo
de presentacion neonatal.

Tabla 4: Localizacion de la hipotonia. ROTs: reflejos osteotendinosos, ICC: insuficiencia cardiaca
congestiva, EHI: encefalopatia hip6xico isquémica.

La hipotonia central es por mucho la mas frecuente, y dentro de ella, la
causa mas importante son los insultos que afectan al sistema nerviosos central

de manera difusa como la sepsis o insuficiencia cardiaca.
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Los pacientes que presentan hipoxia perinatal tendran alteracion de la
conciencia en el periodo neonatal temprano, pero la hipotonia persiste durante
meses, generalmente seguida de espasticidad.

Otra causa de hipotonia central son los errores innatos del metabolismo
en los que generalmente se observa una alteracion importante del estado de
alerta.

Dentro de las causas sindrémicas de hipotonia se encuentran el
sindrome de Down, Smith-Lemli-Opitz, el Sindrome de Prader Willi, Coffin-
Lowry, Sindrome de Angelman, Marfan y osteogénesis imperfecta entre otros.
Es importante buscar de manera intencionada dismorfias asociadas a la
hipotonia, en la mayoria de estos sindromes se observara al menos un dato
dismorfolégico o malformaciones asociadas en algun 6rgano o sistema
(Bodensteiner, 2008), la excepcién es el PWS en el que generalmente no se
encuentran dismorfias ni malformaciones durante el periodo neonatal sino que

suelen desarrollarse con el tiempo.

En la siguiente tabla se muestran las causas mas importantes de

hipotonia central:

Hipotonia central sindrémica No sindrémica.

Caracteristicas dismorficas,

confirmacion genética

No dismorfias, ROTs pueden estar
disminuidos pero siempre presentes,
MRI en los primeros 6 a 8 meses
puede demostrar retraso en la
mielinizacion o disgenesia cerebral.

Prader Willi, Smith-Lemli-Opitz,
Angelman, Down, Sotos, cerebro-
oculo-facioesquelético, multiples
sindromes de microdelecion, entre
otros.

Disgenesia cerebral ( anomalias en el
desarrollo cerebral, la mayoria no se
consideran  malformaciones  pero
representan alteraciones francas de la
formacion del SNC)

Cerebro normal: con o sin retraso en
la mielinizacion.

Tabla 5: Hipotonia central. ROTs: reflejos osteotendinosos, SNC: sistema nervioso central.
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La hipotonia periférica puede ser causada por multiples alteraciones a
nivel de nervio, unién neuromuscular o musculo. Para evaluarla generalmente
es necesario realizar una electromiografia y velocidades de conduccion
nerviosa y en algunas ocasiones una biopsia muscular, a continuacion se
resumen las causas mas frecuentes de hipotonia periférica de acuerdo al nivel

en donde se presenta a la alteracion (Bruce O Berg, 1994):
Médula espinal: Atrofia muscular espinal progresiva, angiomas, hemorragias.

Nervio periférico: Polineuropatia congénita, disautonomia familiar, sindrome de

Guillain-Barre.
Unién neuromuscular: Miastenia gravis, sindromes miasténicos, botulismo.

Musculo: distrofias musculares congénitas, miopatias congénitas e

inflamatorias.

V. SINDROME DE PRADER WILLI EN EL NINO HIPOTONICO.

Como se menciond anteriormente, el sindrome de Prader Willi (PWS) es
un complejo sindrome genético causado por la pérdida de expresion del alelo
paterno un grupo de genes que tienen expresion diferencial dependiendo del
origen parental (impronta) localizados en 15911-q13. Todos los diferentes
mecanismos productores de PWS pueden ser detectados por estudios de
metilacion alelo especifica.

La presentacion neonatal del SPW es muy variable, existe fuerte
controversia acerca de qué criterios pueden apoyar el diagnostico en los
primeros meses de edad. En neonatos, el PWS es dificil de diagnosticar, dado
que la presentacion clinica a esta edad difiere de la que se observa
posteriormente y las caracteristicas faciales son muy ligeras y evolucionan con
el tiempo, sin embargo la hipotonia siempre esta presente (Trifiro G y cols,
2003).
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Algunos autores aseguran que se deben realizar estudios genéticos
diagnésticos para SPW en todos los nifios con hipotonia central sin diagnostico
aun si no cuentan con ninguna otra caracteristica del sindrome (Miller Steven P
y cols., 1999; Trifiro G y cols., 2003), sin embargo otros autores consideran que
el estudio molecular debe realizarse en pacientes con hipotonia y dificultad
para la succion asociada a retraso en el desarrollo (Meral-Gunay-Aygun y cols.,
2001), o hipotonia asociada a otros hallazgos como caracteristicas faciales,
falla de medro, poco interés por la comida, termolabilidad, etc. (Fridman y cols.,
2000; Oiglane y cols., 2006)

La importancia del diagndstico temprano (en los primeros meses de vida)
radica en evitar otros procedimientos invasivos para el diagnostico
(electromiografia, biopsia muscular, etc), y principalmente para asegurar un
manejo temprano y apropiado de estos pacientes (fisioterapia, dieta,
asesoramiento genético, grupos de apoyo, tratamiento con hormona de

crecimiento, etc) y prevenir importantes complicaciones (Trifiro G y cols., 2003).

Habiéndose realizado el diagnostico de Sindrome de Prader Willi se
recomienda un manejo multidisciplinario. El reconocimiento y la intervencion
temprana sin embargo, mejoran importantemente el prondstico y la evolucién.
(Eiholzar y Whitman 2004; Cassidy 2005).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

El PWS es la entidad genética mas frecuente que conduce a obesidad
en la infancia, es un padecimiento que se observa frecuentemente en las
clinicas de Genética, Pediatria general, Endocrinologia y Neurologia Pediatrica.
Debido a la historia natural, las complicaciones que se presentan y a la
oportunidad de poder realizar un tratamiento oportuno, es necesario llegar al
diagnostico preciso de manera temprana, lo que permitird no solo conocer el
comportamiento de la enfermedad en nuestra poblacion sino ofrecer a los

pacientes un mejor pronostico a largo plazo.

La presentacion neonatal del PWS es muy variable, la hipotonia
neonatal es la Unica caracteristica constante y todos los demas criterios
clinicos se desarrollan posteriormente lo que dificulta mucho el diagnostico
temprano de estos pacientes y por lo tanto rara vez se otorga tratamiento

oportuno y prevencién de las complicaciones en pacientes con PWS.
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HIPOTESIS

El estudio de metilacion alelo especifica del gen SNRP en pacientes
pediatricos menores de 2 afios con hipotonia de causa desconocida, mostrara
que un porcentaje importante tienen alteraciones en la metilacion de SNRPN y
se elaborara un diagnéstico temprano modificando radicalmente los indices de
morbi-mortalidad de estos niflos. Se mostrard que el tamizaje o “screening” en
estos casos esta indicado para poder establecer un diagnéstico temprano y un
manejo adecuado con prevencién de complicaciones severas como obesidad y

Diabetes Mellitus.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Realizar diagnéstico temprano y de certeza en pacientes con Sindrome
de Prader Willi mediante MS-PCR del gen SNRP en nifios con hipotonia central
de causa desconocida.

OBJETIVOS SECUNDARIOS

Estandarizar el abordaje diagnéstico de los pacientes con sindrome de
nino hipotonico.
Comparar lo reportado en la literatura en cuanto al fenotipo neonatal de

los pacientes con PWS y los nifios mexicanos.

Realizar deteccién oportuna de SPW con la finalidad de establecer
tratamiento oportuno y prevenir las complicaciones asociadas como la

obesidad y Diabetes Mellitus tipo .
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MATERIAL Y METODOS

CRITERIOS DE INCLUSION

Pacientes con hipotonia de moderada a severa, de 0 a 2.6 anos de
edad, que no hayan sido diagnosticados con una patologia que pudiera ser
causal de la hipotonia.

SUJETOS:

Las caracteristicas de los pacientes incluidos en el estudio se muestran

en la siguiente tabla:

CARACTERISTICAS CLINICAS DE LOS PACIENTES INCLUIDOS EN EL
ESTUDIO

SEXO: FEMENINO
EDAD: 9 MESES

SEXO: FEMENINO
EDAD: 1 MES

SEXO: FEMENINO
EDAD: 7 MESES
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SEXO: FEMENINO
EDAD: 10 MESES

SEXO: MASCULINO
EDAD: 2 ANOS

SEXO: FEMENINO No se cuenta con fotografias clinicas de esta
EDAD: 1 ANO 7 MESES paciente

SEXO: MASCULINO
EDAD: 1 ANO 3 MESES

SEXO: FEMENINO
EDAD: 7 MESES

SEXO: FEMENINO
EDAD: 1 ANO 1 MES
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SEXO: FEMENINO
EDAD: 8 MESES

SEXO:FEMEN INO
EDAD: 2 MESES

SEXO: FEMENINO
EDAD: 3 MESES

METODO:
EXTRACCION DE DNA DE SANGRE PERIFERICA
e Se obtuvo asépticamente 3 ml de sangre periférica.
e Se colocé la sangre en un tubo de ensaye con EDTA.

e Se realizé extraccién de DNA con PerfectPure ™ DNA Blood Kit.

ANALISIS DE LA PUREZA Y CONCENTACION DEL DNA.

o Este se realizé6 por medio de andlisis espectrofotométrico en el
que se determiné la absorbancia de las muestras a dos longitudes
de onda (260nm y 280nm).
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La lectura de 280 corresponde a las proteinas, y la relacion
260/280 nos da la pureza de la muestra. A partir de la lectura a
260nm (correspondiente a los &cidos nucleicos) el equipo
(Eppendorf) calcula de manera automéatica la concentraciéon de la

muestra.

Las alicuotas de DNA se almacenaron a -20°C hasta su uso.

TECNICA DE ELECTROFORESIS

La electroforesis del DNA es la migracion de éste, en base a su carga y
al peso al aplicarse un campo eléctrico. Debido a su carga negativa, el DNA
migra hacia el polo positivo. Esta técnica permite visualizar la calidad de la
muestra (con el uso de tincién con bromuro de etidio), asi como la presencia o
ausencia de RNA contaminante y para el analisis de productos de PCR por

visualizacion de la banda deseada.

Se realizé bajo el siguiente procedimiento:
Volumen 50ml.

Para calidad de DNA-gel al 1% agarosa.

Para productos de PCR-gel al 1.5% de agarosa.

1. En un matraz Erlenmeyer se disuelve la agarosa en 50 ml de TAE 1X
(Tris, Acido acético glacial y EDTA), calentando la mezcla en un horno
de microondas (restituir el agua que se pierde por evaporacién), dejar
enfriar la solucién hasta aproximadamente 50°C, colocar 1 gota de

bromuro de etidio (0.625 mg / ml) y vaciar en el porta gel.

2. Dejar solidificar en el portagel colocando el peine.
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3. Preparar TAE 1X para llenar la camara.
4. Retirar el peine cuidadosamente para evitar romper los pozos.

5. Colocar el portagel en la camara de electroforesis y afiadir TAE 1X hasta

cubrir el gel aproximadamente un milimetro por encima.
6. Mezclar 7ml de producto de PCR con 3 ml de amortiguador de carga.

7. Colocar la muestra en el pozo y utilizar una escalera de 100pb como

referencia.

8. Conectar los electrodos a la camara y encender la fuente de poder a 70

volts.

9. Dejar correr la muestra durante 1 hora (aproximadamente 2/3 del largo

del gel de agarosa).

10.Observar en el transluminador de luz ultravioleta.

PCR METILACION ESPECIFICA (MS- PCR).
Se realizé ms-PCR siguiendo el protocolo que se muestra a continuacion:

2 mg de DNA. Nota: Se prefiere con buen grado de pureza (libre de proteinas
y RNA).

TRATAMIENTO CON BISULFITO

e Ajustar los 2 mg a un volumen de 20ml. Nota. Ajustar la concentracion

en el menor volumen posible.
e Adicionar NaOH 3N a una concentracién final de 0.3 N.
e 50 °C 20 minutos.

e 95 °C 5 minutos.
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e Hielo con agua 3 minutos.
e Solucion de Bisulfito pH = 5.

Nota. Todas las soluciones deben ser de elaboracion reciente.
Excepto el acetato de amonio.

1. NaOH 10 N 400 ml
2. Hidroxiquinoleina 10mM 500 ml

3. 541 gr de bisulfito de sodio se disuelven en 8 ml agua,

temperatura de 50°C
e Adicionar 280 ml de solucién de bisulfito.

¢ Incubacion de 4 horas a 50 — 55°C.

DESALINIZACION

e Utilizacién de QIAEX Il. Protocolo de desalinizacién y concentracion de
DNA en soluciones.

o Adicionar 3 volumenes (reaccion de bisulfito) de amortiguador
QX1(QIAGEN, 1018326), 2 volumenes agua y 5 ml QIAX I

(perlas). Homogenizar.
o Centrifugar 1 minuto a 10,000 — 12,000 x g.
o Decantar, centrifugar y eliminar exceso.
o Lavar 2 veces con 500 ml de amortiguador PE Wash buffer.
o Centrifugar 1 minuto a 10,000 — 12,000 x g.
o Decantar, centrifugar y eliminar exceso.

o Evaporar por 5 minutos a 50 °C o hasta que el botan este blanco.
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o Eluir con 112 ml de H20 (50 °C) por 10 minutos.

o Centrifugar 2 minutos a 10,000 — 12,000 x g.

DESULFONACION

= Recuperar 110 ml del sobrenadante y ajustar a una concentracién de 0.3
N de NaOH. Nota: el volumen final de la desalinizacion debe ser de 111
ml, adicionando 11 ml de NaOH 3 N.

» Incubar a 37 °C por 20 minutos.

= Adicionar 47 ul de Acetato de Amonio 10 M, 1 mg de acarreador y 600

ml de etanol absoluto.

PRECIPITACION
= Precipitar de thra 16 hrs A -80 °C
= Centrifugar por 30 minutos de 10,000 —12,000x g, a4 °C .
= Lavar con solucion de etanol al 75%, 500 ml.
= Centrifugar por 15 minutos de 10,000 — 12,000 x g, a 4 °C.
= Decantary eliminar el exceso.
= Evaporar por 10 minutos a temperatura ambiente.

NOTA: Todos los reactivos y DNA modificado son fotosensibles, por lo que es

necesario protegerlos de la luz.
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REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

Se amplifican reacciones multiplex del gen de interés (SNRPN materno y
paterno) y PCR para un control interno de metilacion (promotor de un gen
ubicuo, ABL).

Cada muestra se realiza por duplicado.
Cada andlisis se realiza corriendo:
Control normal
Control positivo (PW, FISH +)

Control blanco

Stock Concentracion final
Buffer PCR 10X Buffer PCR 1X
MgClz 25Mm MgCl> 1.5 Mm
dNTPs 0.25 Mm dNTPs 0.2 mM
Primers 1 Mm Primers 0.08 mM
BSA 2 mg/ml BSA 0.2 mg/ml
Triton 1% Tritén 0.1%

Taq pololimerasa Gold 5U/ml 0.02 U/ml

H>0 ---- reaccion de 25 ml

DNA para la reaccion: 5ml.
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Temperatura || Producto
GEN SECUENCIA de Amplificado
Alineacion (pb)
Ta (°C)
PRIMERA REACCION
MAT:
5-TATTGCGGTAAATAAGTACGTTTGCGCGGT-3" 313
SNRPN | COMUN: 60°C
5-CTCCAAAACAAAAAACTTTAAAACCCAAATTCC-3”
PAT:
5 -GTAGGTTGGTGTGTATGTTTAGGT-3"
271
| PRIMERA REACCION
C1-1:
ABL 5- CGCGTTTCGGTTAGGCGGAGACGCGGTCGC-3” 58°C 519
C2-1:
5°- AAACAACCCCTTCTTAAATTTACAA -3’
Ut-1:
ABL 5 -TGTGTTTTGGTTAGGTGGAGATGTGGTTGT-3" 58°C 519
u2-1:

5’- AAACAACCCCTTCTTAAATTTACAA-3’

Las muestras de PCR se revelaron por electroforesis en geles de agarosa al

1.5% tenidos con bromuro de etidio.
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RESULTADOS

Se incluyeron 23 pacientes referidos a nuestro servicio con el
diagnostico de hipotonia central neonatal. Todos ellos se volvieron a evaluar
detalladamente, se realiz6 una historia clinica y exploracion fisica dirigida, con
especial énfasis en los aspectos que se muestran en el anexo 1 (hoja de
llenado de datos).

El segundo estudio clinico eliminé 11 casos, las causas se muestran en

la siguiente tabla:

Motivo de exclusion Numero de pacientes
No presentaban hipotonia, 3
Antecedente franco de hipoxia perinatal 3
Hidrocefalia 2
Craneosinostosis 1
Sepsis 1
Atrofia muscular Espinal tipo 1 1

Se estudiaron 12 pacientes de ambos sexos, de 0 a 2.6 afos, con
hipotonia moderada o severa de origen central y de causa desconocida. Todos
ellos mexicanos, referidos de las clinicas de Pediatria, Neurologia pediatrica o
neonatologia del Hospital General de México, el Hospital Infantil de México
Federico Gomez y el Instituto Nacional de Perinatologia.

Todos los pacientes fueron evaluados por el servicio de genética, se
realizé historia clinica completa, una minuciosa exploracion fisica aplicando los

criterios de Holm para diagnéstico de sindrome de Prader Willi.
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RESULTADOS MOLECULARES.

Para determinar el patrén de metilacion alelo especifica del gen SNRPN
se realiz6é estudio de metilacion mediante la técnica de modificacién de bisulfito
de sodio.

Se amplificaron secuencias alelo especificas de SNRPN y de Abl como
control de expresion ubicua.

Se realiz6 estudio molecular a los 12 pacientes incluidos en la serie. En
5/12 pacientes con hipotonia central se observo Unicamente la banda materna
de 313 pb, lo que representa un patrén de metilacion anormal y compatible con
diagndstico de PWS como se muestra en la siguiente figura:

I — > 1 Sterna 313 bp
b > Faterna 271 hp

Analisis de metilacion por medificacion con bisulfite de sodio de |a region promotora del gen
SNRPN: gel de agarosa al 1.5%. carril 1: marcador de peso molecular (escalera 100 pb) . carriles 2 4
y T: pacientes sometdos a MS-PCR en los que solo se observa amplficacion del alelo materno
(rmetilado, 313 bp) con un patron cormpatible con el diagnoastico de Sindrome de Prader Wil carriles 3. 5
y 6: MS-PCR en los que se obiserva un patron de metlacion normal, caractenzado por 1a armplficacicn
tel alelo materno (metlado, 313 bp) v paterno (no rmeblado, 271 bp): carril 8: blanco.

5 DE 12 (41.6%) DE LOS PACIENTES ESTUDIADOS HASTA EL
MOMENTO FUERON DIAGNOSTICADOS CON SINDROME DE PRADER
WILLL.

Las caracteristicas clinicas de todos los pacientes incluidos en el
estudio, asi como el resultado del estudio molecular se muestran en la
siguiente tabla:
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CRITERIOS DE HOLM PARA DIAGNOSTICO DE SINDROME DE PRADER WILLI

INICIALES SDJS | PCA | AAV | RRM | RMT | CMR | SZz CMMR | LSV | EVG | EGM | MNMV
SEXO FEM | FEM | FEM | FEM | MASC | FEM | MASC | FEM FEM | FEM | FEM | FEM
EDAD oM iM | 7M | 11M | 2A 1A7M | 1A3M | 7TM 1A |8M [2M |[3M
NUMERO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
** Mayores (1 punto)

Hipotonia neonatal e infantil con dificultad | + + + + + + + + + + + +

para succion.

Dificultad para la alimentacién y pobre | + + + + + +

ganancia de peso en la infancia (técnicas

especiales de alimentacion).

Ganancia rapida de peso que inicia entre 1 + +

y 6 afios, obesidad central.

Facies caracteristica: diametro bifrontal | + + + + + +

estrecho, ojos almendrados, boca en carpa.

Hipogonadismo / Hipogenitalismo: +

hipoplasia genital (labios menores vy clitoris

pequenos / escroto hipoplasico 0

criptorquidia), pubertad retardada o

incompleta, infertilidad.

Retraso en el desarrollo / retraso mental | + + + + + +

leve a moderado / dificultad para el

aprendizaje.

Hiperfagia / obsesién por la comida. + +

Alteraciones cromosomicas en 15q11-q13.
* Menores (1/2 punto)

Reduccion en movimientos fetales y letargia | + + + + + + + +
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Problemas conductuales caracteristicos:
rabietas, terquedad, rigidez,
comportamiento obsesivo-compulsivo,
robar, mentir.

Alteraciones del suefio / apneas.

Talla baja para talla blanco familiar a los 15
anos.

Hipopigmentacién.

Manos y pies pequefias para talla y edad.

Patologia ocular: esotropia y miopia

Saliva viscosa.

Defecto de articulacién del lenguaje.

Pellizcarse, “picarse” la piel.

Adicionales

Umbral para el dolor alto.

Voémito disminuido.

Alteracion en la sensibiidad a Ia
temperatura.

Escoliosis o Xifosis.

Adrenarca temprana.

Osteoporosis.

Habilidad inusual con rompecabezas.

Estudios neuromusculares normales
(biopsia muscular, electromiografia)

TOTAL

6.5

3.5

8.5

5.5

1.5

DX. MOLEC

PW +

PW-

PW-

PW -

PW +

PW -

PW -

PW -

PW+

PW-

PW+

PW +
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DISCUSION Y CONCLUSIONES:

El PWS constituye la causa mas frecuente de obesidad de origen genético.
Esta compleja patologia con frecuencia presenta un diagndéstico clinico dificil, con
bases genéticas y moleculares muy heterogéneas. Esta enfermedad ha servido
como un modelo interesante para poder describir y entender varios aspectos
moleculares como la disomia uniparental y la impronta genémica. Se calcula que
a nivel mundial hay 350,000 a 400,000 afectados (Bittel y cols., 2005). EI PWS se
considera, una de las afecciones genéticas y uno de los sindromes de
microdelecion mas frecuentes; fue la primera patologia en la que se reconocio la
microdelecién, UDP y la impronta gendmica. La participacion y la importancia de la
impronta y de la UPD se establecié al demostrar que una afeccién genética con un
fenotipo completamente diferente como el Sindrome de Angelman, se producia
con la presencia de una microdelecién que también comprometia al segmento
15g11-q13, pero en el cromosoma de origen materno o bien cuando existia una
UDP paterna.

Durante los ultimos dos afios se han referido al servicio de genética un total
de 23 pacientes por hipotonia de causa desconocida, sin embargo 3 de ellos en
realidad no estaban hipoténicos y 9 presentaban una causa franca para el cuadro
de hipotonia por lo que se excluyeron del estudio. Es importante realizar una
evaluacion clinica detallada de estos pacientes para poder determinar si realmente
existe hipotonia o solo fuerza muscular disminuida, si es central o periférica y si

puede ser explicado por algun antecedente como hipoxia perinatal o sepsis.

Finalmente incluimos en el estudio un total de 12 pacientes con hipotonia
moderada a severa de origen central y de causa desconocida, 10 de sexo
femenino (83%) y 2 de sexo masculino (17%), todos entre cero y 24 meses de
edad y de grupo étnico mestizo-mexicano. A todos ellos se les realizé estudio
molecular para diagnostico de PWS, 5 pacientes (41.6%) presentaron un patrén
de metilacién anormal, compatible con PWS; 4 de ellos de sexo femenino y uno de

sexo masculino.
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Las edades de los pacientes al momento de la valoracién y diagnéstico
fueron: 9 meses, 2 anos, 1 afio 1 mes, 2 meses y 3 meses, con un promedio de

10.2 meses al diagnostico.

Sus puntajes en los criterios de Holm fueron: 6.5, 8.5, 6, 1.5 y 2, con un
promedio de 4.9 comparado con un promedio de 3.43 en el grupo de los
pacientes cuyo estudio molecular no fue compatible con PWS. Cabe sefnalar que
los pacientes que presentaron los puntajes mas altos dentro del grupo de PWS
fueron aquellos de mas edad: 6.5 puntos — 9 meses, 8.5 puntos — 2 afnos, 6 puntos
— 1 afno 1 mes, 1.5 puntos — 2 meses y 2 puntos — 3 meses, lo cual concuerda con
lo reportado, ya que los pacientes desarrollan las caracteristicas asociadas con el
tiempo, pero en los primeros meses de vida solo presentan hipotonia con o sin

dificultad para la succién.

En base a lo anterior podemos concluir que los criterios de Holm no son
utiles para el diagnéstico durante los primeros meses de vida, observamos que la
diferencia en puntaje entre el grupo de pacientes con PWS y sin PWS es bajo, y
en ambos grupos el puntaje promedio es por debajo de 5 que es lo que se
requiere para realizar al diagnéstico clinico en menores de 3 anos; esto se explica
ya que como se ha mencionado los pacientes con PWS no presentaran otros
signos de la enfermedad ademas de la hipotonia; por otro lado, dada la
importancia de poder realizar un diagnostico temprano como ya mencionamos
para poder prevenir complicaciones y otorgar tratamiento oportuno es importante
contar con el diagndstico molecular para poderlo realizar en éstos pacientes antes

de que desarrollen una clinica franca de la enfermedad.

Previamente se habia reportado en la literatura que aproximadamente un
30 — 45% (Richer y cols., 2001, Fridman y cols., 2000) de los pacientes con
hipotonia central de causa desconocida tienen PWS, en ésta serie nosotros
encontramos un 41 % de pacientes positivos, 0 que nos indica que el beneficio de
realizar esta prueba a manera de screening en pacientes hipoténicos es alto y
sobrepasa el costo de la prueba.
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Consideramos que es de suma importancia realizar diagnostico molecular
para sindrome de Prader Willi en pacientes con hipotonia neonatal como prueba
de screening ya que es el Unico modo de establecer el diagnostico a tiempo para
iniciar el tratamiento como el reemplazo con Hormona de Crecimiento y prevenir

complicaciones como la obesidad, diabetes, hipertension, etc.

Se ha reportado que el tratamiento con hormona de crecimiento (GH) en
pacientes con PWS mejora el 1Q, los patrones de comportamiento, la talla final, y
aumenta la masa magra disminuyendo la masa grasa, incluso algunos reportes

refieren que mejora la hipotonia.

Existen pocos reportes de tratamiento temprano con GH, sin embargo, dado
que los que existen son muy prometedores, consideramos que mientras mas
temprano sea el diagnédstico y mas temprano el inicio del tratamiento el pronostico

de éstos pacientes mejorara de manera franca.

Es necesario estudiar a un numero mayor de pacientes para poder evaluar
de manera certera la frecuencia de presentacién de éste sindrome en el grupo de

los neonatos hipoténicos.
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ANEXO 1: HOJA DE LLENADO DE DATOS.

Fecha:

NOMBRE:

No expediente: No caso:

Familiar responsable:

Direccion:

Teléfono:

Edad: Sexo: Fecha de nacimiento:

ANTECEDENTES PERINATALES:

No. gesta: Amenaza/intento aborto:
Patologias durante el embarazo:

Exposicién a teratégenos:

Percepcion de movimientos fetales:

Edad gestacional al término del embarazo:

Tipo de parto:

Lloré y respird al nacer:
APGAR:

Malformaciones congénitas:
Manejo neonatal:

Tono muscular subjetivo:
Alimentacién / succién:
Antecedentes personales patologicos:

DESARROLLO PSICOMOTOR:

Sonrisa social: Monosilabos:
Sostén cefalico: Frases:
Sedestacion:

Bipedestacion:

Gateo:

Marcha:

Pinza gruesa:

Pinza fina:
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Nacimiento | P | sdg

12 valoracién

Edad

22 valoracion

Edad

PESO

TALLA

PC

EXPLORACION FiSICA:

Cabeza:

Cara:

Cuello:

Térax:

Abdomen:
Miembros toracicos:
Manos:

Miembros pélvicos:
Pies:

Genitales:

Postura:
Tono cervical:
Reflejo moro:
Succion:
Prensién:
Busqueda:
Movimiento:

Resistencia y tono muscular:
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CRITERIOS DE HOLM
~ PARA DIAGNOSTICO DE
SINDROME DE PRADER WILLI

*%

Mayores

Hipotonia neonatal e infantil con dificultad para succion.

Dificultad para la alimentacién y pobre ganancia de peso en la infancia
(técnicas especiales de alimentacion).

Ganancia rapida de peso que inicia entre 1 y 6 afnos, obesidad central.

Facies caracteristica: diametro bifrontal estrecho, ojos almendrados, boca en
carpa.

Hipogonadismo / Hipogenitalismo: hipoplasia genital (labios menores y clitoris
pequenos / escroto hipoplasico o criptorquidia), pubertad retardada o
incompleta, infertilidad.

Retraso en el desarrollo / retraso mental leve a moderado / dificultad para el
aprendizaje.

Hiperfagia / obsesion por la comida.

Alteraciones cromosémicas en 15911-q13.

Menores

Reduccion en movimientos fetales y letargia infantil.

Problemas conductuales caracteristicos: rabietas, terquedad, rigidez,
comportamiento obsesivo-compulsivo, robar, mentir.

Alteraciones del suefio / apneas.

Talla baja para talla blanco familiar a los 15 afos.

Hipopigmentacion.

Manos y pies pequenas para talla y edad.

Patologia ocular: esotropia y miopia

Saliva viscosa.

Defecto de articulacion del lenguaje.

Pellizcarse, “picarse” la piel.

Adicionales

Umbral para el dolor alto.

Vomito disminuido.

Alteracién en la sensibilidad a la temperatura.

Escoliosis o Xifosis.

Adrenarca temprana.

Osteoporosis.

Habilidad inusual con rompecabezas.

Estudios neuromusculares normales (biopsia muscular, electromiografia)

Criterios mayores = 1 punto. Criterios menores = Y2 punto.
Se requieren para el diagnéstico:

<3 afios: 5 puntos, de los cuales 4 deben ser criterios mayores

>3 afos: 8 puntos, 5 de los cuales deben ser criterios mayores.
Adicionales solo incrementan o disminuyen la sospecha diagnostica.
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