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RESUMEN

Introduccion. La region 11p15.5 contiene dos regiones de control de impronta
(ICR). ElI ICR1 regula a los genes H19 e IGF2 y el ICR2 a los genes
KCNQ1OT1, CDKN1C y KCNQ1. La hipermetilacion o hipometilacion de las
ICR se asocia a enfermedades como el sindrome de Beckwith-Wiedemann,
sindrome de Silver Russell y la hemihiperplasia aislada.

Pregunta de Investigacion. ;Cuales son y qué frecuencia tienen las
caracteristicas clinicas en una cohorte de pacientes pediatricos con
enfermedades por alteraciones en la impronta en la region 11p15.5
diagnosticados en el Hospital Infanti de México Federico Gomez?.
Justificacion. En nuestra institucion no se ha estudiado la relacion de las
caracteristicas clinicas asociadas a alteraciones de la impronta en 11p15.5 de
pacientes con los diagnosticos de sindromes de Beckwith-Wiedemann, de
Silver-Russell, y hemihiperplasia aislada. Identificar los mecanismos implicados
aportara conocimiento sobre estas enfermedades en nuestra poblacion.
Objetivo General. Describir el tipo y la frecuencia de las caracteristicas
clinicas de una cohorte de pacientes pediatricos con sindrome de Beckwith-
Wiedemann, sindrome de Silver-Russell y hemihiperplasia aislada, y su
relacion con el perfil de las alteraciones de la impronta de la region 11p15.5
identificadas por analisis de MS-MLPA. Objetivos Especificos. Identificar las
caracteristicas clinicas y su frecuencia en los pacientes con sindrome de
Beckwith-Wiedemann, determinar las alteraciones de la impronta de la region
11p15.5 que presentan los pacientes con el sindrome de Beckwith-Wiedemann,
identificar las caracteristicas clinicas y su frecuencia en los pacientes con
sindrome de Silver-Russel, determinar las alteraciones de la impronta de la
region 11p15.5 que presentan los pacientes con el sindrome de Silver-Russell,
identificar las caracteristicas clinicas y su frecuencia en los pacientes con
hemihiperplasia aislada, determinar las alteraciones de la impronta de la region
11p15.5 que presentan los pacientes con hemihiperplasia aislada, comparar
con la literatura las caracteristicas clinicas, su frecuencia y el tipo de alteracion
de la impronta de la region 11p15.5 encontrados en cada grupo. Material y
Métodos: Estudio prospectivo, observacional y transversal. Se identifico a los



pacientes por revision de libretas y analisis clinico para establecer diagnoésticos,
y estudio de MS-MLPA en linfocitos de sangre periférica (protocolo HIM
2017/033).

Resultados: Se incluyeron 11 pacientes con diagndéstico clinico de sindrome
de Beckwith-Wiedemann, 64% masculinos, el 100% tuvieron macroglosia y
73% macrosomia y defectos de pared. El estudio molecular MS-MLPA mostré
hipometilacién en ICR2 en 5 casos, un caso con hipometilacién de ICR1, y otro
presentd una duplicacion de 11p15.5 e hipermetilacion de ICR2 e
hipometilacién de ICR1. Ocho pacientes tuvieron sindrome de Silver-Russell,
62.5% masculinos, el 100% presentd peso y talla bajo al nacimiento, talla baja
a partir de los 2 aflos de edad, macrocefalia relativa, y fenotipo facial clasico; 2
casos tuvieron dificultad para la alimentacion y solo un caso cursé con
asimetria corporal. EI 50% tuvieron hipometilacién del ICR1. De los nueve
pacientes con hemihiperplasia aislada, 33% fueron masculinos, el 66.7%
presentd hemihiperplasia, 11.1% tumor de Wilms y sélo en 2 pacientes se
observo hipermetilacion de ICR1 e hipometilacion de ICR2.

Discusion: Los hallazgos clinicos y moleculares y la relacion fenotipo-genotipo
encontrado en esta tesis corresponde a las descritas en la literatura para el
sindrome de Beckwith-Wiedemann y el sindrome de Silver-Russell. En relacion
a la hemihiperplasia aislada existe poca informacién disponible. Los nuevos
criterios del Consenso Internacional publicados en 2018 proponen el uso del
término “espectro de Beckwith-Wiedemann” y establece que la hemihiperplasia
puede ser un grado minimo de este.

Conclusiones. En los pacientes con sindrome de Beckwith-Wiedemann,
sindrome de Silver-Russell o hemihiperplasia aislada es importante establecer
el mecanismo molecular por el cual se originaron, debido a que tienen riesgos
diferentes de desarrollar complicaciones como los tumores embrionarios
dependiendo de la alteracion de la impronta presente y para poder otorgar
asesoramiento genético particular a cada paciente y sus familiares y brindar
abordaje, manejo y seguimiento adecuado en busqueda de probables

complicaciones a lo largo de la vida.



1. MARCO TEORICO

1.1. Definicion de epigenética.

El término “epigenética” fue usado por primera vez en 1942 por el embridlogo
Conrad Waddington para describir los procesos complejos del desarrollo y sus
relaciones con el genotipo y fenotipo. En su caracterizacion del “epifenotipo”
especuld acerca de un sistema biologico en el cual los procesos del desarrollo
se encontraban unidos en una red, que al sufrir alguna alteracion en etapas
tempranas podian causar anormalidades en diferentes o6rganos y tejidos
(Waddington, 1942).

Posteriormente Nanney en 1958 sugiri6 dos sistemas de control celular: el
“sistema genético” que se basaba en los mecanismos de replicacion de una
secuencia de DNA y el “sistema de mecanismos auxiliares” que determinaba el

control de la expresiéon génica (Nanney, 1958).

En 1969 Britten y Davidson propusieron un modelo tedrico en el cual varios
grupos de genes interactuaban entre ellos y presentaban una expresidn
diferencial para controlar el desarrollo de una célula (Deichmann, 2016). Fue
hasta 1996 cuando Riggs definioé el término “epigenética” como el “estudio de
los cambios hereditarios en la funcidén génica que no pueden explicarse por los
cambios en la secuencia del DNA y que dependen de las modificaciones en la
estructura de la cromatina” (Felsenfeld, 2014).

Las principales modificaciones epigenéticas de la cromatina son: las
modificaciones postraduccionales de las histonas de los nucleosomas, la
metilacion del DNA y su remodelacion, mediadas por moléculas de RNA no
codificante (ncRNA). En conjunto estas modificaciones constituyen el llamado
cédigo epigenético que modula la expresion del genoma de los mamiferos en
los diferentes tipos celulares durante el desarrollo y bajo diversas condiciones
(Fessele, Wright, 2017).



1.1.1. Estructura de la cromatina.

El término “cromatina” fue introducido por el citélogo Walther Flemming en
1879 al observar una sustancia nuclear que era visible al tedirla con una
sustancia basica y usando el microscopio de luz (Deichmann, 2016; Maeshima,
et al., 2014).

Cada célula contiene cerca de 2 metros de DNA en el nucleo que posee
aproximadamente un diametro de 10 um. El DNA es un polimero con cargas
negativas que produce repulsion electrostatica entre regiones de DNA
adyacentes y se encuentra organizado en estructuras estrictamente reguladas
(Maeshima, et al., 2014). Esta organizacion inicia con el empaquetamiento del
DNA que se encuentra condensado alrededor de un complejo proteico
conocido como octamero de histonas o “core” (Oudet, et al., 1975). El complejo
esta formado por dos de cada una de las proteinas histonas candnicas: H2A,
H2B, H3 y H4 con 145-147 pares de bases (bp) alrededor de estas y la H1 que
se encuentra fuera del complejo proteico y une las puntas de la molécula de
DNA donde entra y sale del octamero de histonas para formar el nucleosoma

(Lawrence, et al., 2016).

Los nucleosomas se encuentran cada 200 pares de bases dando una forma
similar a un “collar de perlas” (Olins, 2003); estos pueden impedir la expresion
génica bloqueando la union de los factores de transcripcion (Luger, et al.,
1997). Por otra parte, las histonas presentan modificaciones postraduccionales
que influyen en la compactacion de la cromatina y en el acceso al DNA
(Lawrence, et al., 2016). La dinamica de la cromatina influye en la actividad del
genoma Yy se clasifica dependiendo de su grado de compactacion. La
eucromatina generalmente es transcripcionalmente activa y por el contrario, la
hetecromatina se encuentra mas condensada provocando menor accesibilidad

a los factores de transcripcion (Kebede, et al., 2015).



1.1.2. Modificaciones postraduccionales y variantes de
histonas.

Las histonas candnicas pueden ser reemplazadas por las variantes de histonas
y alteran la naturaleza quimica y las propiedades fisicas del nucleosoma, lo que
afecta distintos procesos celulares (Talbert, 2010). Numerosos factores regulan
el intercambio de las histonas durante la transcripcion, entre ellos enzimas que
provocan modificaciones postraduccionales de histonas, complejos
remodeladores de la cromatina y chaperonas de histonas (Venkatesh,
Workman, 2015).

Las variantes de histonas pueden diferir de los elementos candnicos por
cambios en algunos aminoacidos o por la adicion de dominios mas grandes.
Estas variantes se clasifican en replicativas cuya expresidn se encuentra
acoplada a la replicacion del DNA; y variantes de reemplazo que son
generalmente sintetizadas a lo largo del ciclo celular y son incorporadas al
genoma en forma independiente de la replicacién del DNA (Ahmad, 2002). Un
ejemplo de las variantes independientes de la replicaciéon es la variante de
histona H2A.Z que es idéntica en un 60% a H2A y que altera las propiedades
del nucleosoma estimulando la actividad remodeladora de la cromatina (Weber,
Henikoff, 2014).

Las modificaciones postraduccionales de histonas afectan la estabilidad del
nucleosoma al alterar las interacciones quimicas entre estos o al aproximarlos
y generar cromatina condensada. Estas modificaciones son reversibles, ya que
la célula contiene enzimas que agregan o que eliminan las marcas y que son
conocidas como ‘“escritoras” o “borradoras”, respectivamente (Venkatesh,
Workman, 2015). Las modificaciones incluyen acetilacion, metilacion,
fosforilacién, ubicuitinizacién, ADP-ribosilacién, desaminacion, sumoilacion
(Lawrence, et al., 2016), propionilacion y butirilacion (Kebede, et al., 2015).
Hasta el momento las modificaciones mas estudiadas son aquellas que ocurren
en las colas N-terminales de las histonas, las cuales sobresalen del
nucleosoma siendo accesibles en su superficie y afectan las interacciones

entre ellos (Lawrence, et al., 2016) (Fig.1, Tabla 1).

10



Figura 1 Esquema de las modificaciones de histonas postraduccionales. La posicion
de los aminoacidos modificados se encuentra en color negro (K=Lisina, R= Arginina, S=
Serina, T= Treonina). Modificada de Lawrence et al., 2016.
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Tabla 1. Modificaciones de colas de histonas. Modificada de Lawrence, et al.,

2016.

Histona Modificacion Actividad

H2A H2AS1P Mitosis; ensamblaje de cromatina
H2AKA4/5ac  Activacion transcripcional
H2AK7ac
H2AK119P Espermatogénesis
H2AK119uq Represion transcripcional

H2B H2BS14P Apoptosis
H2BS33P Activacion transcripcional
H2BK5ac
H2BK11/12ac
H2BK15/16ac
H2BK20ac
H2BK123uq
H2BK120uq Espermatogénesis/meiosis

H3 H3K4me2 Eucromatina
H3K4me3 Elongacion transcripcional; eucromatina activa
H3K9me3 Represion transcripcional; metilacion del DNA
H3R17me Activacion transcripcional
H3K4ac
H3K27ac
H3K27me3 Silenciamiento transcripcional; inactivacion del X
H3K36me3 Elongacién transcripcional
H3K9ac Deposicidn de histonas; activacion transcripcional
H3K14ac Activacion transcripcional; reparacion del DNA
H3K23ac
H1K18ac Activacion transcripcional; reparacion del DNA; replicacion

del DNA

H3T3P Mitosis
H3T11/S28P
H3S10P Mitosis; meiosis; activacion transcripcional
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H4

H4R3me
H4K20me1
H4K20me3

H4K5ac

H4K8ac

H4K12ac

Activacion transcripcional
Silenciamiento transcripcional
Heterocromatina

Deposicidon de histonas; activacion transcripcional; reparacion
del DNA

Activacion transcripcional; reparacion del DNA;
elongaciontranscripcional

Deposicién de histonas; silenciamiento telomérico; activacion
transcripcional; reparacion del DNA

Ademas de las colas de las histonas, otras regiones pueden ser modificadas en

los dominios globulares centrales que forman la particula central del

nucleosoma (Tabla 2).
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Tabla 2. Modificaciones en el dominio globular de las histonas. Modificada de

Lawrence, et al., 2016.

Histona Sitio

H2A H2AK36

H2AK99

H2AQ105

H2AK119

H2B H2BK40

H2BK82

H2BR96

H2BK105

H2BK113

H2BK117

H3 H3Y41

H3R42

H3T45

H3RS53

H3K56

H3K64

H3K79

H3K115

H3T118

H3K122

Modificacion
Acetilacion

Metilacion

Metilacion
Acetilacion; Ubicuitinizacion
Metilacion

Acetilacion

Metilacion

Acetilacion
Acetilacion
Acetilacion
Fosforilacion
Metilacion
Fosforilacion
Metilacion
Acetilacion; Metilacion
Acetilacion; Metilacion
Metilacion

Acetilacion
Fosforilacion

Acetilacion
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H4

H4K31

H4S47

H4K59

H4K77

H4K79

H4K91

H4R92

Acetilacion

Fosforilacion

Metilacion

Acetilacion

Acetilacion

Acetilacion

Metilacion
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1.1.3. Metilacion del DNA.

La metilacion del DNA es una modificacion quimica de las citosinas, en forma
especial las que se encuentran en los dinucledtidos CpG presentes en la
mayoria de los genomas de mamiferos y esta asociada con la regulacién
transcripcional de los genes (Ambrosi, 2017). En mamiferos la metilacion del
DNA esta involucrada en la represion de genes especificos durante el
desarrollo embrionario, en la inactivacion del cromosoma X y en la impronta

genodmica al regular la expresion génica alelo-especifica (Kaneda, et al., 2004).

Existen tres enzimas conservadas en mamiferos Illamadas DNA
metiltransferasas (DNMT), responsables de agregar grupos metilo al carbono 5
de las citosinas (5-metilcitosina). La DNMT3A y la DNMT3B que llevan a cabo
la metilacion de novo en el DNA y la DNMT1 que se considera de
mantenimiento (Fig. 2), ya que restaura el estado de metilacion del DNA

hemimetilado después de la replicacion (Goll, 2005).

La metilacion del DNA puede ser removida por desmetilacidon pasiva y
desmetilacion activa. La primera se lleva a cabo ante la ausencia de actividad
de DNMT1 (Jin, Z., 2018). Durante la replicacion DNMT1 copia el estado de
metilacién de la cadena original a la cadena recién sintetizada y en ausencia de
actividad de mantenimiento el DNA se desmetila completamente después de
dos divisiones celulares (Ambrosi, 2017). En cuanto a la desmetilacion activa,
se han involucrado dos procesos: la oxidacion y la reparacion del DNA. Las
proteinas TET (“Ten-eleven translocation”) (Fig. 2) (Wu, 2014) son
responsables de oxidar las 5-metilcitosinas (5mC) a 5-hidroximetilcitosinas
(6hmC) y generar nuevas marcas epigenéticas e iniciar la desmetilacion del
DNA. A pesar de la investigacion se sabe poco acerca de la regulacion
dinamica mediada por las proteinas TET y como los cambios en las 5mC
impactan en la reconfiguracion de patrones modificadores de histonas (Kong,
et al.,, 2016).
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Figura 2. Esquema del proceso de metilacion y desmetilacion del DNA. Las DNA
metiltransferasas (DNMT) agregan grupos metilo (CH;) a las citosinas. DNMT3A y DNMT3B
(azul)= metilacion de novo. DNMT1 (verde)= mantenimiento. Se representa la desmetilacion
pasiva y la desmetilacién activa por medio de las proteinas TET. Modificada de Ambrosi,
2017.

1.2. Impronta gendémica.

El proceso de impronta gendmica fue reconocido en los mamiferos hace mas
de 30 afos cuando experimentos de trasplantes de pronucleos mostraban que
el genoma materno y paterno eran necesarios para el desarrollo normal a
término de embriones de ratones (McGrath, 1984). En modelos murinos se
evidencio que en algunas regiones del genoma la expresion de los alelos es
distinta segun el origen del progenitor (padre o madre) del cual se hereda
(Cattanach,B.M, 1985).

La herencia uniparental de las regiones improntadas en ratones se asocio a
fenotipos anormales que afectaban la viabilidad, desarrollo, crecimiento y
comportamiento, lo que sugirid que podian ser causantes de enfermedades en
humanos, en 1991 fueron descritos los primeros genes improntados IGF2 y
H19 (Bartolomei, M. S, 1991; DeChiara, T. M., 1991).

La impronta gendmica se define como la expresion de algunos genes en

funcién del género masculino o femenino del progenitor del que han sido
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heredados (Peters, 2014) y es un fendmeno unico que ocurre en mamiferos,
marsupiales y en algunas plantas, que tiene como funcion mantener una
embriogenésis normal, asi como mantener un adecuado crecimiento prenatal y

postnatal (Elhamamsy, 2017).

La mayoria de los genes localizados en los autosomas se expresan
bialélicamente, es decir, se expresa tanto el alelo paterno como el alelo
materno. El mecanismo de impronta ocasiona que un gen o grupo de genes,
sea expresado de un solo alelo mediante un proceso de silenciamiento génico
mediado por metilacion del DNA (Sha, 2008). La expresion monoalélica por
medio de la impronta gendmica ejerce ventajas en la evolucion y han sido
propuestas dos teorias principales: la teoria de coadaptacion y la teoria de
parentesco o del conflicto parental (Emirjeta, 2016). La primera plantea que los
genes improntados actuan de manera coadaptativa para que en el desarrollo
fetal, la provision materna y la crianza sean optimizados (Keverne, 2008). Por
otro lado en la del conflicto parental, se propone la existencia de un conflicto de
intereses entre los genes paternos y los maternos durante la dependencia

materna para la nutricion (Moore, 1991).

Los cambios en la impronta pueden deberse a modificaciones en la secuencia
del DNA o a modificaciones epigenéticas. La mayoria de los genes
improntados se encuentran agrupados dentro de diferentes loci a lo largo del
genoma y tienen regiones diferencialmente metiladas (DMR). La expresién
alélica se encuentra controlada por la metilacion; todos los dominios
improntados identificados hasta ahora contienen al menos una DMR que
adquiere su metilacion durante la gametogénesis y que se mantiene durante el

desarrollo (Elhamamsy, 2017).

Las DMR en la mayoria de los loci improntados comprenden islas CpG; las
cuales estan formadas por regiones de mas de 200 pares de bases, ricas en
contenido de guaninas y citosinas (mas de 50%) y que forman los centros
reguladores de la impronta o ICR por sus siglas en inglés (Emirjeta, 2016). Su
estado de metilacion modifica la interaccion con factores de transcripcion y la
actividad de los genes vecinos (Peters, 2014).
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Los mecanismos por los cuales los ICR desmetilados controlan la expresién de
los genes improntados aun no son totalmente comprendidos, para explicarlos
se han propuesto dos modelos: el modelo del aislante y el de los RNA largos
no codificantes (INcRNA). Los RNA no codificantes constituyen un componente
importante en la cromatina y tienen una funcién fundamental en la organizacion
de su arquitectura y en la “memoria epigenética”, actuando como interfase con
la maquinaria modificadora de la cromatina (Panduro, 2012). Especificamente
los IncRNA que se originan del promotor hacia el ICR tienen una funcién
importante en el silenciamiento de los genes improntados en cis (Sleuters,
2002.)

El modelo del aislante se describié al estudiar el agrupamiento de los genes
Igf2-H19 en donde el ICR forma un aislante al unirse a él la proteina en dedos
de zinc CTCF (CCCTC-binding factor) y bloquea el acceso a los potenciadores
corriente abajo de los promotores de Igf2 resultando en su silenciamiento
(Hark, 2000).

Se han identificado y reportado cerca de 94 genes improntados en el humano y
un poco mas de 127 en el ratdon (Elhamamsy, 2017), la mayoria de los estudios
han demostrado que >80% de estos genes se encuentran agrupados. Existen
al menos 13 agrupamientos génicos en 8 cromosomas que contienen de 2 a 15
genes en regiones de van desde >100 kilobases hasta varias megabases
(Barlow, 2011). Entre las regiones mejor estudiadas se encuentra la region en

el cromosoma 11p15.5.
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1.3. Regulacién de la impronta genémica en la region 11p15.5.

Una de las principales regiones improntadas en humanos se localiza en el
brazo corto del cromosoma 11. Varios de los genes improntados de la region
11p15.5 estan relacionados con el crecimiento y el desarrollo del cuerpo, asi
como en la tumorogénesis (Emirjeta, 2016). Esta region se extiende por
aproximadamente una megabase y contiene dos centros reguladores de
impronta. ElI ICR1 en direccién telomérica se encuentra metilado en el alelo
paterno y entre los genes en esta regidon estan H19 e IGF2. El ICR2 que se
encuentra mas hacia el centrémero, se encuentra metilado en el alelo materno
y contiene a los genes KCNQ10OT1 y CDKN1C, entre otros (Russo, et al.,
2016).

En el ICR1 la diferencia en la arquitectura de la cromatina en los alelos materno
y paterno lleva a la expresion reciproca de H19 o IGF2. El ICR1 contiene siete
sitios blanco para el factor de union a CCCTC (CTCF) en las DMR y se localiza
2 kilobases corriente arriba de H19. EI CTCF se une al ICR1 desmetilado del
alelo materno y forma una barrera que bloquea la expresion de IGF2 y
promueve mediante potenciadores la transcripcion de H19 en el alelo materno.
Por el contrario, la metilacién del alelo paterno impide la unién de CTCF y
promueve la expresion de IGF2 (Fig. 3), que se encuentra relacionado con el

desarrollo y el crecimiento fetal (Eggermann, et al., 2016).

El ICR2 regula la expresion de CDKN1C y KCNQ1, encontrandose metilado
sblo en el alelo materno. El gen KCNQ1OT1 (también conocido como LIT1)
inicia en el intrén 10 de KCNQL1 y su transcrito antisentido se expresa del alelo
paterno y reprime la expresion de CDKN1C en el mismo alelo. La pérdida de la
metilacion de ICR2 en el alelo materno provoca una sobreexpresion de
KCNQ1OT1, lo que produce la falta de expresion de CDKN1C cuyo producto
proteico, P57, tiene actividad de inhibidor de ciclina-cinasa o CKI (Fig. 3)
(Eggermann, et al., 2016). Cuando existe alguna alteracién en los mecanismos
de impronta de los genes de la regién 11p15.5, puede provocar sindromes de
sobrecrecimiento como por ejemplo el de Beckwith Wiedemann o por el

contrario el sindrome de Silver-Russell que cursa con talla baja (Ounap, 2016).
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Figura 3. Representaciéon esquematica de la regulacion de la impronta en la region
11p15.5. “M” representa el alelo materno y “P” el alelo paterno. Tipicamente el ICR1 se
encuentra metilado en el alelo paterno, resultando en la expresion de IGF2 y en el
silenciamiento de H19 y en el alelo materno el ICR2 se encuentra metilado, resultando en
silenciamiento de KCNQ1OT1 y expresion de KCNQ1 y CDKNI1C. Modificada de
Cytrynbaum, et al., 2016.

1.4. Variaciones fenotipicas relacionadas a alteraciones de la
impronta en la region 11p15.5.

1.4.1. Sindrome de Beckwith-Wiedemann.

El sindrome de Beckwith-Wiedemann (SBW) (MIM 130650) es un desorden
pediatrico de sobrecrecimiento con predisposicion variable para presentar
tumores embrionarios (Weksberg, 2010) con una prevalencia reportada de
1/10,340 recién nacidos vivos (Mussa, 2013). La incidencia del SBW es igual
en hombres y en mujeres, con la excepcion de casos de gemelos
monocigoticos en donde se ha observado mas frecuentemente en pacientes

femeninos (Weksberg, 2010).

Este sindrome fue descrito en los afios 60 por Beckwith y Wiedemann, quienes
describieron pacientes que compartian caracteristicas como: defectos en la
pared abdominal, macroglosia y sobrecrecimiento (Moreno, et al., 2013). Esta
enfermedad fue previamente llamada sindrome EMG por sus caracteristicas

principales de exomfalos, macroglosia y gigantismo (Ounap, 2016).
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Se ha encontrado mayor incidencia de SBW en procedimientos de
reproduccion asistida como la fertilizacion in vitro y la inyeccidn
intracitoplasmatica de espermatozoides (Halliday, 2004). A pesar de que estas
técnicas se han considerado seguras, se ha observado que algunos loci
improntados pueden sufrir cambios en la metilacion del DNA y que la incidencia
de SBW aumenta con estas técnicas hasta en 1/1000-4000 recién nacidos
vivos (Mussa, 2017; Halliday, 2004).

1.4.1.1. Manifestaciones clinicas del Sindrome de Beckwith-
Wiedemann.

Este sindrome se encuentra asociado a diferentes manifestaciones clinicas que
pueden presentarse con diferente gravedad. Los individuos con SBW tienen
una frecuencia elevada de malformaciones incluyendo los defectos de la pared
abdominal como onfalocele, hernia umbilical y diastasis de rectos abdominales;
y visceromegalias que pueden afectar uno o varios 6rganos como el higado,

bazo, pancreas, rifiones y adrenales (Mussa, 2016).

El crecimiento se ve afectado en los pacientes con SBW quienes generalmente
se encuentran con peso y talla arriba del percentil 95 y perimetro cefalico
cercano al percentil 50 (Weksberg, et al., 2010). Sin embargo la macrosomia al
nacimiento solo se ha descrito en aproximadamente la mitad de los casos
(Mussa, 2016b). Las caracteristicas faciales en estos pacientes son los ojos
prominentes, nevus flammeus facial (73.1%), I6bulos de pabellones auriculares
con crestas anteriores, hoyuelos (pits) retroauriculares (66.8%) (Ibrahim, et al.,
2014) y macroglosia (Fig. 4), siendo esta ultima la caracteristica mas frecuente
al estar presente en 90-97% de los casos (Elliot, et al., 1994; Gaston, et al.,
2001; Ibrahim, et al., 2014). Los rasgos craneofaciales son mas evidentes
antes de los 3 afios de edad y en la mayoria de los pacientes posterior a los 5
afos puede encontrarse soélo dismorfismo leve (Elliot, Maher, 1994). Entre el 3-
10% de los pacientes pueden presentar paladar hendido cuya incidencia varia

dependiendo del mecanismo molecular (Mussa, et al., 2016b).
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Figura 4. Paciente con Sindrome de Beckwith-Wiedemann. A) 7 dias de vida. B)
5 meses de vida. Notese los ojos prominentes, macroglosia y el nevus flammeus.
Modificada de Ounap, 2016.

Se reporta hipoglicemia en el 30-50% de los neonatos con SBW causada por la
hiperplasia de los islotes del pancreas y el hiperinsulinismo (Weksberg, et al.,
2010), y las anomalias cardiacas como la tetralogia de Fallot, defectos septales
atrio-ventriculares, persistencia del conducto arterioso y cardiomegalia estan
presentes en el 20- 55.6% de los pacientes (Ounap, 2016; Ibrahim, et al.,
2014).

Otras alteraciones frecuentes en pacientes con SBW son la hemihiperplasia,
cuyo término ha sido redefinido como sobrecrecimiento lateralizado (Brioude,
2018) la cual se considera la caracteristica mas fuertemente asociada al
desarrollo de tumores embrionarios y se encuentra en aproximadamente en
38% de los pacientes ((Ibrahim, et al., 2014).
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En el 28-61% de los casos de SBW existen alteraciones uroldgicas variables
como la nefromegalia y malformaciones renales, siendo un hallazgo

patognomonico la citomegalia adrenocortical (Mussa, 2016a).

Existe un riesgo elevado de 4-21% para neoplasias de origen embrionario,
principalmente para el tumor de Wilms seguido del hepatoblastoma,
neuroblastoma, y el carcinoma adrenocortical, entre otros. Estas neoplasias se
presentan casi en su totalidad durante los primeros 8-10 afios de vida (Ounap,
2016).

El SBW se ha caracterizado por las manifestaciones antes mencionadas; sin
embargo, se ha observado que no todos los pacientes presentan las
caracteristicas clasicas de esta entidad y que por ello una gran parte
permanece sin diagndstico. El grupo del consenso internacional de SBW fue
compuesto por 41 participantes pertenecientes a 36 instituciones de 11 paises,
la mayoria europeos donde se propusieron 72 recomendaciones para el
diagndstico clinico y molecular, asi como para el manejo y tratamiento de los
pacientes y se introduce el término “Espectro de Beckwith-Wiedemann” debido

a su expresividad variable (Brioude, et al., 2018).

1.4.1.2. Bases Moleculares del Sindrome de Beckwith-
Wiedemann.

El SBW se ha relacionado a alteraciones en la impronta de la region 11p15.5
hasta en 80% de los pacientes (Choufani, 2010). En el 50% de los pacientes
con SBW se encuentra una pérdida de la metilacién del ICR2 del alelo materno,
mientras que en el 5-10% de los casos hay ganancia de metilacion del ICR1 en
el alelo materno (Eggermann, 2013). La disomia uniparental paterna del
cromosoma 11 se detecta en el 20% de los casos y esta relacionada
principalmente con sobrecrecimiento lateralizado, defectos renales y mayor
riesgo  de neoplasias de origen embrionario principalmente para

hepatoblastoma (Engel, et al., 2000).

24



Las mutaciones de pérdida de funcion en CDKN1C se han detectado en 8-10%
de los casos, correspondiendo a 5-31% de casos esporadicos y a 50-68% de
los familiares (Cooper, et al., 2005; Weksberg, et al., 2010; Eggermann, et al.,
2014a; Brioude, et al., 2015), en estos pacientes es mas frecuente la incidencia
de neuroblastoma (Maas, et al., 2016) y paladar hendido (Mussa, et al., 2016b).
Por otro lado, en el 5% de los pacientes se han detectado microdeleciones
maternas del ICR2 y duplicaciones de ICR1 de origen paterno se han
diagnosticado en menos del 1% de los individuos con SBW (Ounap, 2016). Las
translocaciones/inversiones de origen materno se han descrito en poco casos

en la literatura (Begemann, et al, 2012).

Se han encontrado alteraciones constitutivas en 11p15.5 en el 3% de los
individuos con tumor de Wilms esporadico sin manifestaciones de
sobrecrecimiento (Scott, et al., 2008). El onfalocele, el nevus flammeus y las
alteraciones en los pabellones auriculares estan asociados con mayor
frecuencia a modificaciones en el ICR2 y a mutaciones en el gen CDKN1C.
Cuando existe hipermetilacion del ICR1 se presenta un mayor riesgo para
malformaciones ureterales, macrosomia y neoplasias. La hipometilacion del
ICR2 se relaciona principalmente con el sobrecrecimiento postnatal. En mas
del 90% de los pacientes concebidos por técnicas de fertilizacién asistida se

han identificado epimutaciones en ICR2 (Lim, 2009).

1.4.1.3. Diagnostico clinico del Sindrome de Beckwith-
Wiedemann.

En 1994 Elliot y Maher fueron los primeros en resumir las caracteristicas
clinicas de 91 casos de pacientes con SBW vy describieron los primeros
criterios diagnésticos (Ounap, 2016). Se han propuesto varios sistemas de
clasificacion del SBW, los ultimos propuestos por Ibrahim y colaboradores en el
afo 2014 realizaron la ultima actualizacion de los criterios diagndsticos del
sindrome de Beckwith-Wiedemann en los cuales identificaron las
caracteristicas con el valor predictivo mas alto de encontrar una alteracion en la

metilacion (lbrahim, et al., 2014; Brioude, et al., 2018). Para realizar el
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diagndstico clinico de acuerdo a la clasificacion de Ibrahim se necesitan tres

criterios mayores o dos criterios mayores y uno a tres menores (Tabla 3).

Tabla 3. Criterios clinicos diagnésticos para el Sindrome de Beckwith-
Wiedemann. (lbrahim, et al., 2014).

CRITERIOS MAYORES

Defectos de la pared abdominal
Macroglosia
Macrosomia
Visceromegalias
CRITERIOS MENORES
Hipoglicemia neonatal
Nevus flammeus

Hemihiperplasia

De acuerdo al consenso internacional para el diagndstico del espectro
Beckwith Wiedemman publicado en 2018 se han denominado “manifestaciones
cardinales” a las caracteristicas que al estar presentes es probable que
conlleven a un diagndstico positivo, e incluyen la macroglosia, exomfalos,
sobrecrecimiento lateralizado, tumor de Wilms multifocal o nefroblastomatosis,
hiperinsulinismo que se ha definido como hipoglucemia prolongada por mas de
una semana y/o que requiere tratamiento escalado para resolverse; citomegalia
adrenal, displasia mesenquimal placentaria y adenomatosis pancreatica
(Brioude, et al., 2018).

Las manifestaciones definidas como “sugestivas” son las que pueden
observarse de forma independiente en la poblacién pediatrica y a las que se les
ha dado menor peso para el diagnostico de este espectro. Estas caracteristicas
incluyen el peso al nacimiento mayor a dos desviaciones estandar (DE),
naevus flammeus facial, polihidramnios o placentomegalia, hendiduras o
hoyuelos (pits) auriculares, hipoglucemia transitoria, tumores embrionarios,
nefromegalia o hepatomegalia y hernias umbilicales o diastasis de rectos
(Brioude, et al., 2018) (Tabla 4).
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Tabla 4. Manifestaciones clinicas del espectro del Sindrome de Beckwith-

Wiedemann. Modificado de Brioude, et al., 2018.

MANIFESTACIONES CARDINALES (2 PUNTOS POR MANIFESTACION)

Macroglosia

Exomfalos

Sobrecrecimiento lateralizado

Tumor de Wilms multifocal y/o bilateral o nefroblastomatosis
Hiperinsulinismo (> 1 semana con tratamiento escalado)

Hallazgos de patologia: Citomegalia  adrecortical, displasia

mesenquimal placentaria o adenomatosis pancreatica

MANIFESTACIONES SUGESTIVAS (1 PUNTO POR MANIFESTACION)

Peso al nacimiento >2 DE

Naevus flammeus facial

Polihidramnios y/o placentomegalia

Hendiduras o hoyuelos (pits) en pabellones auriculares

Hipoglucemia transitoria (<1 semana)

Tumores tipicos del espectro Beckwith-Wiedemann (neuroblastoma,
rabdomiosarcoma, tumor de Wilms unilateral, hepatoblastoma,
carcinoma adrenocortical o feocromocitoma)

Nefromegalia y/o hepatomegalia

Hernia umbilical y/o diastasis de rectos

Diagnéstico clinico de SBW clasico 24 puntos (no requiere confirmacion

molecular). Pacientes 22 puntos (incluyendo los casos clasicos), requieren

estudio genético para investigacion o diagnostico. Pacientes <2 puntos= Sin

criterios para estudio molecular. Pacientes con 22 puntos con estudio

genético negativo, considerar diagnésticos alternativos.
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1.4.1.4. Diagnéstico molecular del Sindrome de Beckwith-

Wiedemann.

Se propuso un algoritmo para el diagnéstico molecular del ESBW en el
consenso internacional del 2018 (Fig. 5) donde se plantea que el estudio de
primera linea es el analisis de metilacién de los ICR1 e ICR2. Un patrén de
metilacion anormal confirma el diagnoéstico de SBW, sin embargo debe
establecerse el mecanismo por el cual la metilacion se encuentra alterada para
definir el manejo, el asesoramiento genético y el riesgo de recurrencia. Se
aconseja el analisis de metilacién por medio de la Amplificaciéon Multiple de
Sondas Ligadas sensible a metilacion (MS-MLPA), ya que simultaneamente
detecta el estatus de la metilacion y del numero de copias presentes de la

region (Brioude, et al., 2018).

Si se identifican variantes en el numero de copias en el se debe considerar
estudio de microarreglos para determinar la naturaleza y la extension de la
delecion o duplicacion. El cariotipo y la hibridacion in situ fluorescente (FISH)
debe considerarse para identificar posibles translocaciones cromosomicas
(Russo, et al., 2016; Baskin, et al., 2014).

El analisis con microarreglos de polimorfismos o variantes de un solo
nucledtido (SNP o SNV) se considera el método mas sensible para descartar

mosaicismo o disomia uniparental (Keren, et al., 2013).

En caso de que se obtenga un resultado negativo con los estudios de primera
linea, no se excluye el diagndstico de SBW por la posibilidad de un mosaicismo
en baja proporcion que no se haya identificado en el estudio de metilacion, o la
presencia de mutaciones en el alelo materno de CDKN1C o rearreglos
cromosomicos balanceados, también por lo general de origen materno y que
producen un efecto de posicion que impide la expresion de CDKNI1C. Un
resultado negativo también puede deberse a un diagndstico clinico incorrecto,
por lo que se debe revalorar al paciente para considerar diagndsticos

diferenciales (Brioude, et al., 2018).
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Figura 5. Algoritmo diagnéstico para el espectro de sindrome de Beckwith-Wiedemann. UPD= Disomia uniparental. Modificado de
Brioude, et al., 2018.
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1.4.1.5. Manejo de los pacientes con espectro del Sindrome
de Beckwith Wiedemann

La deteccion de defectos de pared, macroglosia, macrosomia, visceromegalias,
polihidramnios, placentomegalia o sobrecrecimiento del pancreas por medio de
ultrasonografia en la etapa prenatal debe hacer sospechar del diagnéstico de
espectro de Beckwith-Widemann. Niveles elevados de la fraccion beta de la
gonadotropina corionica humana en el tercer trimestre de embarazo (Brioude,
et al., 2018) y/o aumento de la alfafetoproteina en el segundo trimestre pueden

ser indicadores de exomfalos (Guanciali-Franchi, 2012).

Después del nacimiento, en estos pacientes se recomienda analizar la placenta
en busca de hallazgos de patologia que nos hagan sospecha de esta entidad,
como la displasia mesenquimal placentaria (Brioude, et al., 2018). Se ha
descrito que aproximadamente el 20% de los pacientes diagnosticados con
displasia mesenquimal placentaria (Nayeri, et al., 2013) y del 10-20% de los
diagnosticados con exomfalos en la etapa prenatal, tendra un diagndstico
positivo de SBW (Guanciali-Franchi, et al., 2012).

En cuanto al crecimiento no se ha establecido tratamiento para la talla alta en
estos pacientes, sin embargo se ha observado que la talla final en la adultez es
mayor que la talla blanco familiar por encima de dos desviaciones estandar
(Brioude, et al., 2014).

El manejo del sobrecrecimiento lateralizado depende de la severidad de la
discrepancia en la longitud de las extremidades. Esta indicado el uso de
calzado especial cuando la diferencia es menor a 2 cm y la epifisiodesis
cuando es mayor a 2 cm (Mussa, et al., 2015). Por otra parte los pacientes que
presentan macroglosia pueden cursar con regresion espontanea sin requerir
cirugia, pero alrededor del 40% de los casos deben ser sometidos a reduccién
del tamafo de la lengua (Kadouch, et al., 2012), sobre todo cuando existe
dificultad respiratoria o para la alimentacién, y en estos casos puede indicarse
una traqueostomia mientras se realiza el procedimiento quirurgico (Brioude, et
al., 2018).
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Cuando se presenta hipoglucemia en la etapa neonatal se debe tratar hasta
lograr una concentracion >70 mg/dl y escalarse usando diazoxido y analogos
de la somatostatina. La pancreatectomia esta indicada cuando ya se ha
intentado resolver la hipoglucemia usando terapias farmacoldgicas, sin lograrse

la remisién de los eventos de hiperinsulinismo (Rozenkova, 2015).

En los pacientes con SBW es de gran importancia el seguimiento para detectar
tumores embrionarios. El tumor de Wilms al ser el mas frecuente, debe
detectarse en estadios tempranos y se recomienda realizar una ultrasonografia
renal cada 3-4 meses (Brioude et al., 2018), en especial en los casos con el
mecanismo molecular relacionado a mayor incidencia de esta neoplasia entre
ellos la disomia uniparental paterna del cromosoma 11 y la hipermetilacion del
ICR1 y en las edades en las que es mayor el riesgo (primeros 8-10 afios de
vida) (Ounap, 2016). Se debe evaluar la alfafetoproteina que se eleva en >95%
los hepatoblastomas y estos tumores son la segunda neoplasia mas frecuente
(Spector, et al., 2012).

La deteccidon de neuroblastomas asintomaticos puede realizarse mediante
determinacion de marcadores tumorales como el acido vanilmandélico y
homovanilico y/o con la relaciéon de catecolaminas/creatinina, combinado con
un ultrasonido cada tres meses durante los primeros 2-3 afios de vida (Mussa,
et al., 2016).

En el consenso internacional se establecié que el seguimiento para detectar
tumores embrionarios debe estar dirigido a los subgrupos moleculares que se
encuentran en mayor riesgo de presentarlas. En los pacientes con
hipometilacién del ICR2 no debe ofrecerse ultrasonografia de rutina, pero
cuando existen casos de SBW clasico donde no se ha confirmado el
mecanismo molecular se recomiendan ultrasonidos abdominales cada 3 meses

hasta los 7 afios de edad (Brioude, et. al., 2018).
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1.4.2. Sindrome de Silver-Russell (MIM 180860).

El fenotipo del sindrome de Silver Russell (SSR) (MIM 180860), es la
contraparte del fenotipo del sindrome de Beckwith-Wiedemann, ya que se
caracteriza por restriccion del crecimiento intrauterino y retardo en el
crecimiento postnatal con facies caracteristica y alteraciones en varios 6rganos
y sistemas (Ounap, 2016). Se ha reportado una incidencia del sindrome de
Sliver Russell de 1/3000-100,000 recién nacidos vivos (Wakeling, et. al.,
2016), con una prevalencia de 1-54,537 si se toma en cuenta solo a los
pacientes con alteraciones moleculares confirmadas (Yakoreva, et al., 2015).
No hay predileccion de sexo encontrandose SSR en todos los grupos étnicos
(Galaz-Montoya, et al., 2014).

El sindrome de Silver Russell fue descrito por el Dr. Alex Russell (1954), quien
presentd 5 casos de “enanismo intrauterino” con disostosis craneofacial; un afio
después de que el Dr. Silver y colaboradores describieran a dos pacientes con
un fenotipo similar (Silver, et al., 1953). Uno de los pacientes descritos por
Russell se identificado con el nombre de “DS” en su articulo original, nacié a
las 42.2 semanas de gestacion con un peso de 2,100 gramos (-2.9 DE); se
reportd una cara triangular, frontal abombado, estrechamiento del diametro
bitemporal, comisuras labiales descendentes, mandibula hipoplasica (Fig.6);
pie cavo, clinodactilia bilateral del quinto dedo de manos, falla de medro, reflujo
gastroesofagico e hipogonadismo hipogonadotréfico. Su talla maxima fue de
154.5 centimetros (-3.1 DE) y su peso maximo de 52 kg (percentil 2), ha sido el
paciente con mayor edad reportado en la literatura, con 69 afos de edad y
diagnéstico de diabetes mellitus tipo 2 desde los 22 aios, hipercolesterolemia y
osteopenia (Searle, et al., 2015).
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Figura 6. Fenotipo de paciente publicado en 1954. A) 4 meses de
edad con brazos cortos y facies tipica. B y C) Fenotipo a los 3.5 afios y 7
afios con frontal prominente, diametro bitemporal estrecho, puente nasal
alto, comisuras labiales descendentes y micrognatia. D) Habitus del
paciente a los 3.5 afios. Modificada de Searle, et al., 2015.

1.4.2.1. Manifestaciones clinicas del Sindrome de Russell.

El SSR es un sindrome bien reconocido que puede presentar fenotipos
variables. Entre las caracteristicas descritas en los individuos con este
sindrome se encuentran: el retraso en el crecimiento intrauterino en el 78% de
los casos, con peso y talla al nacimiento por debajo de -2 DE; retardo en el
crecimiento postnatal, asimetria facial y/o corporal, macrocefalia relativa y un
fenotipo facial distintivo que incluye: frontal prominente, cara triangular,
comisuras labiales descendentes y micrognatia (Fig. 7 y Tabla 5) (Ounap,
2015).
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Figura 7. Paciente con Sindrome de Silver-Russell. A) Paciente
femenino de una semana de edad. B) Misma paciente a los 7 meses

de edad. Modificada de Ounap, 2015.

Tabla 5. Manifestaciones clinicas del Sindrome de Silver-Russell y su

frecuencia. Modificada de Wakeling, et al., 2016.

MANIFESTACION CLINICA FRECUENCIA %
Cara triangular 94
Clinodactilia del 52 dedo 75
Hoyuelos en hombros 66
Micrognatia 62
Masa muscular disminuida 56
Sudoracion excesiva 54
Pabellones auriculares de implantacion baja y/o en i
retroposicion

Comisuras bucales descendentes 48
Voz aguda 45
Talones prominentes 44
Cierre retrasado de fontanelas 43
Alteraciones genitales 40
Retraso del lenguaje 40
Apifiamiento dental 37
Retraso en el desarrollo psicomotor 37
Sindactilia de ortejos 30
Hipoglucemia 22
Escoliosis o cifosis 18
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El 86% de los pacientes con SSR presentan dificultades en la alimentacion que
puede manifestarse como imposibilidad para succionar, anorexia, aversion a la
comida (32%), esofagitis (25%) o reflujo gastroesofagico (34%). Generalmente
no presentan discapacidad intelectual pero el 34% puede cursar con retraso
global del desarrollo, siendo la mayoria de los casos de gravedad moderada y
puede no ser aparente hasta la infancia tardia (Ounap, 2015). La incidencia de
la hipoglucemia se presenta hasta en el 27% de los pacientes, con una alta

frecuencia de hipoglucemia nocturna asintomatica (Wakeling, 2010).

Otras alteraciones menos frecuentes son los defectos en las extremidades,
cardiacos, paladar hendido, genitourinarias y las alteraciones en el

comportamiento.

1.4.2.2. Bases moleculares del Sindrome de Silver-Russell.

Se ha identificado una causa molecular en alrededor del 60% de los pacientes
con diagnéstico clinico con SSR (Netchine, et. al., 2007) y aproximadamente en
el 30-40% de los pacientes que presentan el fenotipo clasico no se ha
identificado el mecanismo molecular causante de la enfermedad (Ounap,
2016).

El primer mecanismo que se describio para el SSR fue la disomia uniparental
materna del cromosoma 7, presente en 5-10% de los casos. En la actualidad
no se conoce la region especifica en el cromosoma 7 que ocasiona esta
enfermedad, sin embargo se conocen varios genes improntados en este
cromosoma; entre ellos, los genes GRB10 en 7p12 y MEST en 7g32.2 que
podrian jugar un papel importante en el mecanismo molecular del SSR
(Carrera, et al., 2016).

La hipometilacién de ICR1 en el alelo paterno es el mecanismo molecular mas
frecuente en el SSR, encontrandose en 30-60% de los individuos afectados

(Netchine, et. al., 2007). Los datos clinicos son resultado de la disminucion de
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la expresion de IGF2 en el alelo paterno o de la sobreexpresion de H19 en el
alelo materno lo que provoca restriccion en el crecimiento (Gicquel, et al.,
2005). La hipometilacién en el ICR1 puede ser incompleta, o que puede
dificultar la deteccion del SSR, por otra parte los patrones de metilacion pueden
variar entre tejidos y células; por lo que en algunos casos el diagnostico
molecular es negativo cuando se utiliza DNA de sangre periférica (Wakeling, et
al., 2016).

Existen otros mecanismos que involucran a la secuencia de DNA: se han
descrito mutaciones sin sentido en el gen IGF2 de origen paterno asociadas
con restriccion del crecimiento intrauterino severo; mutaciones en la region
potenciadora de H19/IGF2, duplicaciones maternas de la region 11p15 (1-2%)
que involucran en su mayoria tanto al ICR1como al ICR2 y que se relacionan
con mayor frecuencia a hipoacusia; también se han encontrado duplicaciones
parciales de solo el ICR1. Otras regiones implicadas en SSR incluyen:
microdelecion de 12914, anillo del cromosoma 15 y delecion 15qter
(Nakashima, et al., 2015).

Entre las bases moleculares asociadas con poca frecuencia a SSR se han
descrito CNV que involucran a la regiéon 11p15.5 y el fenotipo depende del
tamarno, localizacion y origen parental. Las alteraciones de la impronta en
multiples loci se han reportado en el 15-38% de los pacientes con SSR
(Wakeling et al., 2016). La disomia uniparental materna del cromosoma 11 y las
mutaciones en el gen CDKN1C se han reportado como casos unicos en la
literatura (Brioude, et al., 2013; Bullman, et al., 2008).

1.4.2.3. Diagnoéstico clinico del Sindrome de Silver-Russell.

Se han descrito 6 sistemas diagnodsticos para el SSR, siendo los de Azzi y
colaboradores los ultimos actualizados en el afio 2015 (Ounap, 2016). Este
ultimo sistema se conoce como Sistema de Clasificacion Clinica de Netchine-
Harbison y cuatro de sus seis criterios son objetivos, a diferencia del frontal

abombado vy la dificultad en la alimentacion que son considerados subjetivos.
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Presenta una sensibilidad del 98%, comparado con los sistemas previamente
publicados y un valor predictivo negativo del 89%, dando un nivel de confianza
alto de que los pacientes con menos de cuatro puntos no presentan esta
entidad (Tabla 6) (Azzi, et al., 2015). El diagndstico clinco se realiza asignando
un punto a cada caracteristica siendo positivo cuando hay mas de cuatro

puntos de los 6 totales.

Tabla 6. Criterios clinicos diagnosticos del Sindrome de Silver-Russell.
(Azzi, et al., 2015).

CRITERIOS DIAGNOSTICOS

Peso y talla baja al nacimiento <2 DE

Talla <2 DE a partir de los 2 afios de edad

Macrocefalia relativa al nacimiento

Asimetria facial, corporal y/o extremidades

Fenotipo facial clasico: frontal prominente, cara triangular, comisuras labiales
descendentes, micrognatia o protrusion de la frente

Dificultad para alimentarse
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1.4.2.4. Diagnoéstico molecular del Sindrome de Silver-
Russell.

Un estudio molecular positivo es util para confirmar el diagndstico clinico. Se
debe analizar principalmente el estado de metilacion de la region 11p15.5. Se
propuso en el aino 2016 por Wakeling y coladoradores un algoritmo diagndstico
para el SSR (Fig. 8), siendo el MS-MLPA el método mas usado debido a su

costo, efectividad y a que se pueden evaluar también las CNV.

Los patrones de metilaciéon pueden variar dependiendo del tejido, y esto puede
explicar los casos negativos al usar una muestra de sangre periférica. A pesar
de que el MS-MLPA puede analizar el estado de metilacion y las CNV, debe
complementarse con estudio de microarreglos para caracterizar el tamano y el
contenido de genes de la region implicada en cada paciente (Wakeling, et al.,
2016).

El estudio de primera linea puede incluir ademas el analisis de metilacion de
GRB10 y MEST y de ser positivo puede complementarse con estudio para
analizar microsatelites y confirmar la disomia uniparental. En caso de que los
estudios previos sean negativos se debe realizar la busqueda para alteraciones
moleculares raras como las mutaciones en CDKN1C e IGF2, disomia
uniparental materna de los cromosomas 20 o 16, asi como analisis en otros

tejidos para detectar mosaicismo somatico (Wakeling, et al., 2016).

38



Figura 8. Algoritmo diagnéstico del Sindrome de Silver-Russell. Upd= disomia uniparental. Modificado de
Wakeling, et al., 2016. 39



1.4.2.5. Manejo del Sindrome de Silver-Russell.

Los pacientes con SSR deben tener seguimiento por un equipo
multidisciplinario. Debe darse tratamiento para disminuir los problemas
gastrointestinales como el reflujo y el estrefiimiento, asi como la prevencion de
la hipoglucemia (Wakeling, et al., 2016). Se recomienda el tratamiento con
hormona del crecimiento a partir de los 2-4 afios de edad para mejorar la
composicién corporal, el desarrollo psicomotor y favorecer la velocidad de

crecimiento (Schweizer, et al., 2008).

En la edad adulta deben descartarse enfermedades cronico-degenerativas
como la hipertension, dislipidemia, resistencia a la insulina, obesidad y
enfermedad coronaria (Wakeling, et al.,, 2016). Deben mantener seguimiento
con un ortopedista para manejo de la discrepancia entre miembros pélvicos,
escoliosis y asimetria corporal. En caso de que coexistan alteraciones en otros
sistemas, es importante enviar con el especialista respectivo para dar un

tratamiento adecuado y lograr mejorar la calidad de vida.

1.4.3. Hemihiperplasia Aislada.

La hemihiperplasia, también conocida como “hemihipertrofia”, es un defecto
congénito caracterizado por el sobrecrecimiento asimétrico de las
extremidades, tronco, cara o del cuerpo completo. La asimetria puede deberse
a proliferacion del tejido esquelético, tejidos blandos y/o visceromegalias y
puede presentarse junto con escoliosis, defectos del pigmento, obesidad,
sindactilia, hipermovilidad articular, discapacidad intelectual y tumores

embrionarios (Clericuzio, 2009).

La hemihiperplasia tiene causas heterogéneas y cuando se encuentra de forma
aislada se conoce como hemihiperplasia aislada idiopatica (MIM 23500). Tiene
una incidencia de 1/13,000 a 1/86,000 recién nacidos vivos (Hoyme, et al.
1998).
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1.4.3.1. Manifestaciones clinicas de la hemihiperplasia
aislada.

Los pacientes con hemihiperplasia aislada pueden tener sobrecrecimiento de
un segmento corporal o de todo el cuerpo y adicionalmente tienen un riesgo
incrementado de presentar tumores embrionarios (5.9%) comparados con la
incidencia en la poblacion general (0.17%) (Bliek, et al., 2008). Hoyme y
colaboradores en 1998 realizaron un estudio donde se siguidé a 168 pacientes
con diagndstico de hemihiperplasia aislada durante 10 afios y se reportaron 10
tumores en 9 individuos (seis tumores de Wilms, un hepatoblastoma, dos
carcinomas adrenales y un leiomiosarcoma de intestino delgado) (Hoyme, et
al., 1998).

La hemihiperplasia aislada también se ha asociado a espongiosis medular
renal que es una malformacion benigna poco frecuente que se mantiene
subclinica hasta que existen complicaciones como litos renales o infecciones
de vias urinarias de repeticion. La prevalencia de la espongiosis medular renal
y la hemihiperplasia es desconocida pero se estima en alrededor del 5-10%
(Priyamvada, et al., 2014).

1.4.3.2. Bases moleculares de la hemihiperplasia aislada.

La causa genética de la hemihiperplasia aislada fue descrita por Martin, et al.
en el afio 2005. En 8 de 27 pacientes (30%) con hemihiperplasia aislada se
encontraron perfiles de metilacion anormal en los genes KCNQ10OT1 y H19 de
la region 11p15.5 (Martin, et al., 2005). En aproximadamente el 80% de los
pacientes con hemihiperplasia aislada no se encuentra una alteracion
molecular, el 16% presentan disomia uniparental del cromosoma 11, y 6 %
tienen hipometilacion materna del ICR2 y 3% hipermetilacion en el ICR1
(Niemitz, et al., 2005; Shuman, et al., 2006). Los disomia uniparental del
cromosoma 11 por lo general se presenta en forma de mosaico y el
sobrecrecimiento de érganos en los pacientes es consistente con una mayor

proporcion de células disémicas (Bliek, et al., 2008).
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1.4.3.3. Diagnéstico clinico de la hemihiperplasia aislada.

Hoyme y colaboradores propusieron en 1998 una clasificacion anatomica para
la hemihiperplasia aislada, la cual se dividi6 en hemihiperplasia compleja,
cuando estaba involucrada la mitad del cuerpo incluyendo al menos un brazo y
una pierna, pudiendo afectar el lado contralateral o ipsilateral; y simple cuando

involucra solo la cara o una extremidad (Hoyme, et al., 1998).

En el afio 2018 se realizd un consenso internacional donde se consider6 a la
hemihiperplasia aislada como el grado minimo dentro de las manifestaciones
del espectro de Beckwith-Wiedemann debido a que las bases moleculares son

concordantes con esta entidad (Brioude, et al., 2018).

En la evaluacion de los pacientes con hemihiperplasia es importante poner
especial atencion en otros datos que nos puedan sugerir alguna entidad
sindromica. Algunos de los sindromes genéticos que cursan con este tipo de
sobrecrecimiento son el sindrome de Proteus (MIM 176920), sindrome de
Sotos (MIM 117550), Neurofibromatosis tipo 1 (MIM 162200), sindrome de
Maffucci (MIM 614569), y sindrome de McCune-Albright (MIM 174800), entre

otros.

1.4.3.4. Manejo de la hemihiperplasia aislada.

Debe considerarse el manejo médico de la hemihiperplasia aislada cuando
existe dismetria de miembros que altera la funcién y afecta la calidad de vida
de los pacientes. Debido a que se considera a la hemihiperplasia aislada como
un grado minimo de expresion del espectro de Beckwith-Wiedemann, se
recomienda seguir las guias para realizar diagndstico molecular, dar manejo a
los problemas ortopédicos y establecer la vigilancia para detectar tumores

embrionarios (Brioude, et al., 2018).
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1.5. Fundamento del analisis del patrén de metilaciéon de la regién
11p15.5 por amplificacion de sondas ligadas multiples
sensible a metilacion (MS-MLPA).

El analisis por amplificacion de sondas dependiente de sondas multiples
ligadas sensible a metilacion o MS-MLPA por sus siglas en inglés, es una
técnica de biologia molecular semi-cuantitativa para determinar el perfil de
metilacién de una regidon. Es una variante del MLPA en la que la deteccién del
numero de copias se combina con una enzima de restriccion sensible a
metilacion. La técnica se basa en una primera reaccion de unién-ligacion de
sondas complementarias a la zona de interés y solo las sondas adyacentes que
hayan hibridado con el DNA a analizar podran ser ligadas y posteriormente
amplificadas por PCR (MS-MLPA protocolo version MSP-v006, 2016).

Cada locus amplificable por PCR es reconicido por dos sondas, cada una de
las cuales contiene la mitad de la secuencia blanco y uno de los dos cebadores
necesarios para la amplificacion; una de ellas contiene ademas un fragmento
variable en tamafo que permitira la identificacion del amplicon en la
electroforesis en capilar. La técnica de MLPA utiliza un unico par de cebadores

para amplificar todas las sondas ligadas (Fig. 9).

Los cinco pasos de la técnica son:

1) Desnaturalizacién del DNA e hibridacién con las sondas: las dos sondas
para un locus son hibridadas con secuencias adyacentes.

2) Reaccion de ligacion: unicamente cuando las 2 sondas se encuentren
hibridadas correctamente podran ser ligadas.

3) Reaccion de PCR.

4) Separacion de los productos de amplificacion por electroforesis: los
productos amplificados generan fragmentos de longitud variable que son
separados por electroforesis capilar y analizados en un secuenciador
automatico.

5) Analisis de datos.

43



En la técnica de MLPA sensible a metilacion se disefian sondas que tienen
como blanco secuencias de DNA que contienen sitios de reconocimiento y
corte para una enzima de restriccion sensible a metilacion (Hhal). En esta
modalidad de la técnica de MLPA, la reaccion de hibridacion con las sondas se
se divide en 2 partes: una se procesa como una reaccion de MLPA habitual y la
otra se trata con la enzima Hhal. Cuando las sondas se unen a un blanco de
DNA no metilado, las sondas seran ligadas y digeridas en forma simultanea por
la enzima de restriccion por lo que no generara una sonda ligada para ser
amplificada. En cambio, cuando se encuentra metilada la secuencia blanco, el
grupo metilo previene la digestion por la enzima y las sondas ligadas podran
ser amplificadas durante la PCR resultando en un pico sefial (MS-MLPA
protocolo version MSP-v006, 2016).

Figura 9. Reaccion de MLPA. (MS-MLPA protocolo versiéon MSP-v006, 2016).
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2. PLANTEAMIENTO DEL
PROBLEMA.

La epigenética se refiere a los cambios que modifican la expresion génica sin
involucrar cambios en la secuencia de DNA e incluye al concepto de impronta
gendmica que se refiere a la expresion de los genes dependiendo del
progenitor del que han sido heredados. Los pacientes con los diagnosticos de
sindrome de Beckwith-Wiedemann, sindrome de Silver-Russell vy
hemihiperplasia aislada tienen en comun entre algunas de sus causas las
alteraciones de la impronta la region 11p15.5, la cual contiene dos regiones de
control de impronta. La hipermetilacion o hipometilacion ocasionan

alteraciones en la expresion de los genes en esta region.

3. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Cuales son y qué frecuencia tienen las caracteristicas clinicas en una cohorte
de pacientes pediatricos con enfermedades por alteraciones en la impronta en
la region 11p15.5 diagnosticados en el Hospital Infantil de México Federico

Goémez?
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4. JUSTIFICACION

El Hospital Infantil de México Federico Gomez es un hospital de tercer nivel de
atencion al que acude un gran numero de pacientes con enfermedades
genéticas. En nuestra institucion no se ha estudiado la relacion de las
caracteristicas clinicas presentes con el genotipo de pacientes con los
diagnosticos de sindromes de Beckwith-Wiedemann, de Silver-Russell, y
hemihiperplasia aislada que tienen en comun entre algunas de sus causas las
alteraciones de la impronta de la region 11p15.5. Identificar estos mecanismos
es importante, ya que permite definir cuales individuos tienen un riesgo mas
elevado de presentar neoplasias y aporta conocimiento sobre las

caracteristicas de los pacientes con estas enfermedades en nuestra poblacion.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo General.

Describir el tipo y la frecuencia de las caracteristicas clinicas de una cohorte de
pacientes pediatricos con sindrome de Beckwith-Wiedemann, sindrome de
Silver-Russell y hemihiperplasia aislada, y su relacion con el perfil de las

alteraciones de la impronta de la region 11p15.5 identificadas por MS-MLPA.

5.2. Objetivos Especificos.

e |dentificar las caracteristicas clinicas y su frecuencia en los pacientes
con Sindrome de Beckwith-Wiedemann.

e Determinar las alteraciones de la impronta de la region 11p15.5 que
presentan los pacientes con el Sindrome de Beckwith-Wiedemann.

e |dentificar las caracteristicas clinicas y su frecuencia en los pacientes
con Sindrome de Silver-Russell.

e Determinar las alteraciones de la impronta de la region 11p15.5 que
presentan los pacientes con el Sindrome de Silver-Russell.

e |dentificar las caracteristicas clinicas y su frecuencia en los pacientes
con Hemihiperplasia Aislada.

e Determinar las alteraciones de la impronta de la regién 11p15.5 que
presentan los pacientes con Hemihiperplasia Aislada.

e Comparar con la literatura las caracteristicas clinicas, su frecuencia y el
tipo de alteracion de la impronta de la region 11p15.5 encontrados en

cada grupo.
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6. MATERIALY METODOS.

Esta tesis fue parte del protocolo de investigacién titulado “Determinacién de
las variantes en el patron de impronta gendmica en la region 11p15.5 en
patologias pediatricas tipo sindrome de Silver Russell o de Beckwith
Wiedemann, Tumor de Wilms y hemihiperplasia”, el cual cuenta con el registro
HIM 2017/033, y fue autorizado por la Direccién de investigacion del HIMFG.
En este estudio se identificaron los pacientes con los diagnosticos clinicos
mencionados quienes acudieron a la consulta de Genética del Hospital Infantil
de México Federico Gomez de julio de 2017 a marzo de 2018 por busqueda

retrospectiva en el Archivo Clinico.

6.1. Tipo de estudio.

Prospectivo, observacional y transversal.

6.2. Tamano de la muestra.

Tamafno de muestra por conveniencia. Se incluyeron 11 pacientes con
diagndstico clinico de sindrome de Beckwith-Wiedemann, 8 pacientes con

sindrome de Silver-Russell y 9 pacientes con hemihiperplasia aislada.

6.3. Criterios de seleccion.

6.3.1. Criterios de Inclusion.

1. Pacientes que cumplan los criterios de Ibrahim y colaboradores para
diagndstico clinico de Sindrome de Beckwith-Wiedemann.

2. Pacientes que cumplan lo criterios de Azzi y colaboradores para
diagndstico clinico de Sindrome de Silver-Russell.

3. Pacientes con hemihiperplasia aislada izquierda o derecha.

4. Edad desde recién nacido hasta los 18 afios.

5. Cariotipo con técnica de bandas GTG.

6.3.2. Criterios de exclusion.

1. Paciente que no acepte participar en el estudio.
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2. Paciente que no cumpla con los criterios para diagnostico clinico de
Sindrome de Beckwith-Wiedemann, Sindrome de Silver Russell o
hemihiperplasia aislada.

3. Paciente que ya cuente con estudio molecular y con analisis de

metilacidon de la region 11p15.5 previo a la realizacion de este protocolo.

6.3.3. Criterios de eliminacion.

1. Paciente que decida retirarse del estudio.
2. Muestras sanguineas o de DNA insuficientes en calidad o cantidad para

realizar el analisis molecular.

6.4. Evaluacion clinica de los pacientes.
Se realizé la evaluacion clinica cuidadosa de los pacientes para determinar si
cumplian con los criterios establecidos para el diagndstico del sindrome de
Beckwith-Wiedemann, el sindrome de Silver-Russell o la hemihiperplasia
aislada. Se realizaron las evaluaciones correspondientes segun el caso:
estudio radioldgicos, ultrasonido abdominal, medicién de segmentos, valoracion
multidisciplinaria, entre otros. La informacion clinica se recogio en la hoja de

recoleccion de datos (Anexo ).

6.5. Analisis moleculares por MS-MLPA.
A los pacientes se les realizo analisis de amplificacion dependiente de sondas
multiples ligadas sensible a metilacion o MS-MLPA por sus siglas en inglés,
para determinar las alteraciones de la impronta de la regiéon 11p15.5 (Anexo ).
Estos estudios fueron realizados en el Laboratorio de Diagndstico Gendmico
del Instituto Nacional de Medicina Gendmica en colaboracion por la Dra.
Carmen Alaez Verson y Lic. Marco Jiménez.
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7. CONSIDERACIONES ETICAS

Este estudio fue aprobado por los Comités de Investigacion, ética y
bioseguridad de las Instituciones participantes con registro HIM 2017/033. Los
pacientes fueron invitados a participar y se contd con carta de consentimiento
informado (Anexo Ill) aprobada por la institucion para participacion, toma de

muestra sanguinea y de fotografias clinicas (Anexo V).
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8. RESULTADOS

A continuacion se describen los hallazgos clinicos y moleculares en cada grupo

de pacientes.

Resultados clinicos y moleculares de los pacientes con

Sindrome de Beckwith-Wiedemann.

Se identificaron 11 pacientes con diagnéstico clinico de sindrome de Beckwith-
Wiedemann. El género de los pacientes fueron 7 masculinos y 4 femeninos,

con un rango de edad entre los 3 meses y los 15 afios (Tabla 7).

Tabla 7. Distribucion de pacientes con Sindrome de Beckwith-

Wiedemann por edad y sexo.

Edades Frecuencia Masculinos Femeninos
<1 afio 2 (18.2%) 1 1

1-3 afios 1 (9%) 1 0

4-6 afnos 4 (36.4%) 1 3

7-9 afios 2 (18.2%) 2 0

10-12 afios 0 0 0

13-15 afios 2 (18.2%) 2 0

Total 11 7 (64%) 4 (36%)

Los criterios diagndsticos utilizados para la muestra de pacientes con SBW
fueron los criterios propuestos por Ibrahim y colaboradores (lbrahim, et al.,
2014). A continuacion se describen los casos clinicos de los pacientes con
SBW.
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CASO 1.

Femenino de 3 meses de edad, hija de padres jovenes, no consanguineos,
originaria de la ciudad de México. Producto de la tercera gesta, madre acudio a
1 consulta de control prenatal y se realizd6 7 USG (2°. con reporte de
onfalocele). Refiere infeccion de vias urinarias en el 6° mes de embarazo
tratado con azitromicina. Fue obtenida via abdominal a las 38 SDG por
antecedente de diagnéstico de onfalocele con peso de 3980 gramos (p>95),
talla 52 cm (p90) Al nacimiento se evidencio hernia umbilical, macrosomia y por
USG se diagnosticé ambos rifiones aumentados de tamafo con predominio
derecho y hepatomegalia a expensas de l6bulo izquierdo. A la E.F a los 3
meses de edad con peso de 6.940 kg (p>95), talla de 66 cm (p>95) y PC de 42
cm (p90). Craneo con tendencia a la dolicocefalia, naevus flammeus, ojos
prominentes, macroglosia, hendiduras en I6bulos y hoyuelos (pits)
retrauriculares (Fig.10). Se realizé revision clinica, no se realiz6 estudio

molecular.
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FOTOGRAFIAS CLINICAS

Figura 10. Fotografias clinicas del paciente 1 con SBW. A)
Hernia umbilical. B) Nevus flammeus, ojos prominentes,
macroglosia. C) Craneo con tendencia a la dolicocefalia,
hendiduras en Iébulo, tendencia a mantener la boca abierta
secundaria a macroglosia.

CASO 2.

Masculino de 6 meses de edad. Producto de 1 gesta de padres jovenes, no
consanguineos. Diagndstico de polihidramnios en el 4to. mes de gestacion.
Obtenido via abominal a las 34 SDG con peso de 3140g (p>95), talla de 49 cm
(p>95), se detectdé macroglosia al nacimiento. A la E.F. a los 3 meses de edad
con peso de 5.665 kg (p50), talla de 60 cm (p50) y PC 40 cm (p25-50). Craneo
con tendencia a la dolicocefalia, naevus flammeus, pabellones auriculares de
adecuada implantacion sin hoyuelos (pits) o hendiduras en Iébulos,
macroglosia, hernia umbilical de 2x2 cm, hemihiperplasia facio-corporal
izquierda. Se realizo revision clinica y estudio molecular, no se autorizé la toma

de fotografias clinicas.
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CASO 3.

Masculino de 3 afios de edad. Producto de primera gesta de padres jovenes no
consanguineos, se detectd por ultrasonido defecto de pared abdominal a las 12
semanas de gestacion. Amniocentesis con cariotipo 46,XY, se diagnostico
biabetes gestacional en la semana 18 que fue tratada con metformina y dieta.
Obtenido via abdominal a las 38 SDG con peso de 3300 g (p50-75) talla de 50
cm (p50) y fue trasladado a HIMFG para correccion de onfalocele e
hipoglicemias. Post operado (PO) de orquiectomia izquierda y orquidopexia
derecha a los 2 afos de edad. PO correccion de polidactilia postaxial en pie
derecho. A la E.F. a los 3 afos de edad con peso de 18.800 kg (p>95), talla
107 cm (p>95) y PC de 49 cm (p50). Craneo con tendencia a la dolicocefalia,
naevus flammeus, labios gruesos, tendencia a mantener la boca abierta,
macroglosia, hendiduras en Iébulos y hoyuelos (pits) retroauriculares (Fig. 11),
cicatriz infraumbilical, extremidades simetricas. Se realiz6 revision clinica, toma

de fotografias y estudio molecular.
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Figura 11. Fotografias clinicas de paciente 3 con SBW. A)
Naevus flammeus y ojos prominentes. B) Craneo con tendencia a

la dolicocefalia. C) Hendiduras en Iébulo.
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CASO 4.

Femenino de 4 afos de edad. Producto de cuarta gesta de padres jévenes no
consanguineos. Madre refiere consumo de alcohol y tabaco en 2 ocasiones
antes de percepcién del embarazo al tercer mes. Embarazo normoevolutivo
acudido a 3 consultas de control prenatal y 1 USG. Obtenida via vaginal
aproximadamente a las 32 semanas de gestacion con peso de 3000g (p>95),
talla de 49 cm (p>95). Presentd macroglosia y hernia umbilical desde el
nacimiento y se diagnosticé hepatoblastoma a los 2 afios de vida. A la E.F a los
4 anos de edad con peso de 19.600 kg (p90) talla de 104 cm (p90) y PC de 51
cm (p95). Craneo con tendencia a la dolicocefalia, perfil facial plano,
macroglosia, pit retroauricular derecho y cicatriz en linea media (Fig. 12). Se
realizd revision clinica y toma de fotografias, no se llevd a cabo estudio

molecular.
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Figura 12. Fotografias clinicas de paciente 4 con SBW. A)
Macroglosia. B) Perfil facial plano. C) Pit retroauricular derecho. 55



CASO 5.

Femenino de 4 afos de edad. Producto de tercera gesta de padres jovenes, no
consanguineos, antecedente de dos hijas finadas a las 29 semanas de
gestacion por prematurez. Se realiz6 diagnéstico de macrosomia vy
polihidramnios mediante USG obstétrico; madre cursé con hipertension
gestacional. Obtenida via abdominal a las 36 semanas de gestacién con peso
de 3374g (p>95) y talla de 52 cm (p9%5), presentd hipoglicemia neonatal y
alteracién de la mecanica de la deglucion. Requirié hospitalizacién a los 12 dias
de vida por obstruccion de via aérea secundaria a macroglosia. A la E.F a los 4
afios de edad con peso de 20,900 kg (p>95), talla de 117 cm (p>95) y PC de 50
cm (p95). Craneo con tendencia a la dolicocefalia, naevus flammeus,
macroglosia y hoyuelos retroauriculares. Se realizé revision clinica y estudio

molecular. No se aceptd la toma de fotografias clinicas.
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CASO 6.

Femenino de 5 afnos de edad, hija de padres jovenes, no consanguineos.
Producto de primera gesta de embarazo gemelar dicigotico. Se reporté defecto
de pared abdominal en semana 20 de embarazo, por lo que acudié a 20
consultas de control prenatal. Obtenida via abdominal por preeclampsia a las
38 semanas de gestacion, peso de 2440g (p10), talla de 54 cm (p>95), se
diagnosticé onfalocele al nacimiento. PO de plastia de pared y de hernioplastia
umbilical por hernia umbilical recidivante. A la E.F. con a los 5 afios de edad
peso de 19.700 kg (p50), talla de 116 cm (p95) y 48 cm (p50), asimetria facial
leve, se observa naevus flammeus, ojos prominentes, hoyuelos en regidn
malar, macroglosia, hendiduras en Iébulos (Fig. 13). USG abdomen sin
alteraciones. Se realizé revision clinica, toma de fotografias y toma de sangre

para estudio molecular.
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Figura 13. Fotografias clinicas de paciente 6 con SBW. A)
Naevus flammeus, ojos prominentes, hoyuelos en regié malar. B)
Perfil facial plano con adecuada implantacion de pabellones

auriculares. C) Hendidura en Iébulo. 57



CASO 7.

Masculino de 5 afios de edad. Producto de unica gesta de padres jovenes, no
consanguineos. Acudio a 15 consultas de control prenatal, 10 USG obstétricos
con diagnostico de polihidramnios, hidronefrosis y protrusion de la lengua en
USG obstétrico en el 4° mes de embarazo. Presenté amenaza de aborto en 2°.
mes de embarazo (se desconoce tratamiento). Obtenido via abdominal a las 36
semanas de gestacion con peso de 4250g (p>95), talla de 53 cm (p>95).
Presentd crisis convulsivas al nacimiento secundarias a hipoglicemia severa
por lo que se mantuvo 10 dias en hospitalizacion. PO de correccion de
macroglosia. A la E.F. a los 5 afios de edad con peso de 22.200 kg (p95), talla
de 115 cm (p90) PC de 52 cm (p90). Craneo con tendencia a la dolicocefalia,
asimetria facial, tendencia a mantener la boca abierta, macroglosia, pabellones
auriculares de adecuada implantacion con hoyuelos (pits) retroauriculares
bilaterales (Fig.14). Abdomen con hernia umbilical y hemihiperplasia izquierda
corporal. USG de abdomen con nefromegalia derecha. Se realizd revision

clinica, toma de fotografias y toma de sangre para estudio molecular.
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Figura 14. Fotografias clinicas de paciente 7 con SBW. A)
Macroglosia. B) Craneo con tendencia a la dolicocefalia. C) Pits
retroauriculares.



CASO 8.

Masculino de 7 afios de edad. Producto de tercera gesta de padres jévenes, no
consanguineos. Acudioé a 6 consultas de control prenatal y se realiz6 6 USG
donde se diagnosticd nefromegalia en 4° mes de gestacion. Presenté amenaza
de aborto en 3° mes (se desconoce tratamiento). Obtenido via abdominal a
término (se desconocen semanas de gestacién) por macrosomia, peso de
46509 (p>95), talla de 52 cm (p90). Presentd macroglosia e hipoglicemia
recurrentes y criptorquidia bilateral en etapa neonatal. PO de orquidopexia
bilateral. A la E.F. a los 6 afios 11 meses de edad presento peso de 28.800 kg
(p90), talla 128 cm (p90) y PC 51.2 cm (p50). Craneo con tendencia a la
dolicocefalia, fisuras palpebrales horizontalizadas con euriblefarén bilateral,
labios gruesos, pabellones auriculares de adecuada implantacién, con
hendiduras en lobulos bilateral (Fig. 15). Abdomen con hernia umbilical,
hemihiperplasia derecha a expensas de miembros pélvicos. USG abdomen con
reporte de nefromegalia, hepatomegalia. Se realiz6 revision clinica, toma de

fotografias y toma de sangre para estudio molecular.
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Figura 15. Fotografias clinicas de paciente 8 con SBW. A) Fisuras
palpebrales largas con euriblefaron, ojos prominentes. B) Craneo con
tendencia a la dolicocefalia. C) Hendidura en Iébulo. 59



CASO 9.

Masculino de 8 afios de edad. Producto de segunda gesta de padres jovenes,
no consanguineos. Embarazo normoevolutivo con adecuado control prenatal.
Obtenido via abdominal a las 38 semanas de gestacion con peso de 3300g
(p50-95), talla 50 cm (p50-95), se identificd hernia umbilical y macroglosia al
nacimiento. A la E.F. a los 8 afios de edad con peso de 26,500 kg (p75), talla
de 126 cm (p50) y PC 52.5 (P50). Craneo con tendencia a la braquicefalia,
naevus flammeus, macroglosia, hoyuelos retroauriculares. Abdomen con hernia
umbilical pequefa, asimetria de miembros pélvicos a expensas de pierna
izquierda. USG abdominal sin alteraciones. Se realizé revision clinica y toma de

sangre para estudio molecular. No se autorizé toma de fotografias clinicas.
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CASO 10.

Masculino de 13 afnos de edad. Producto de primera gesta de padres jovenes,
no consanguineos. Adecuado control prenatal con 7 consultas y 7 USG
obstétricos reportados normales. Infecciones de vias urinarias de repeticion.
Amenaza de aborto en 3° mes del embarazo. Obtenido via abdominal a las 37
SDG por sufrimiento fetal con peso de 3985¢g (p>95), talla de 53 cm (p>95),
presentd hipoglicemia al nacimiento e hiperbilirrubinemia que requirié bafos de
sol. PO de reseccion de adenoides a los 3 afios de edad. A la E.F a los 13
afios con peso de 39.400 kg (p25), talla de 160 cm (p75) y PC 54.5 (p59-95)
con craneo con tendencia a la dolicocefalia, fisuras palpebrales largas, boca
grande, labios gruesos, macroglosia, hendiduras en Iébulos (Fig. 16), hoyuelos
(pits) retroauriculares y asimetria toracica, extremidades integras. USG
abdomen sin alteraciones. Se realizd revisién clinica, toma de fotografias y

toma de sangre para estudio molecular.
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Figura 16. Fotografias clinicas de paciente 10 con SBW. A)
Fisuras palpebrales largas, boca grande, labios gruesos. B)
Craneo con tendencia a la dolicocefalia. C) Hendidura en I6bulo. 61



CASO 11.

Masculino de 15 afios de edad. Padre con antecedente de labio hendido
bilateral. Producto de tercera gesta de padres jovenes, no consanguineos.
Embarazo normoevolutivo con adecuado control prenatal. Obtenido a las 40
semanas de gestaciéon con peso de 4200g (p>95) y talla de 59 cm (p>95),
presentd hipoglucemia. PO por diverticulo de Meckel y duplicacion intestinal a
los 4 afnos de edad. A la E.F. a los 15 ainos de edad con peso de 83.500 kg
(p>95), talla de 179 cm (p90) y PC de 56 cm (p90) con craneo con tendencia a
la dolicocefalia, labios gruesos, macroglosia, hendiduras en I6bulos (Fig. 17),
hemihiperplasia de miembros pélvicos a expensas de miembro izquierdo y
criptorquidia bilateral. Se realiz6 USG con reporte de hipoplasia renal derecha.
Se realizé revision clinica, toma de fotografias y toma de sangre para estudio

molecular.
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Figura 17. Fotografias clinicas de paciente 11 con SBW. A)
Labios gruesos. B) Craneo con tendencia a la dolicocefalia y
hendidura en I6bulo. 62



Se consideraron positivos para SBW a los pacientes que cumplieron 3 criterios
mayores o 2 criterios mayores y 1 a 3 criterios menores (Tabla 8). Posterior a la
seleccion de la muestra se realizd estudio de MS-MLPA para identificar
alteraciones de la impronta en la region 11p15.5 (Tabla 9), el cual se llevo a

cabo en 9 pacientes.
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Tabla 8. Criterios clinicos para el diagnéstico de Sindrome de Beckwith-Wiedemann identificados en los pacientes.

Paciente 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 Total/ % % Literatura
Genero F M M F F F M M M M M 4F/7TM Sin predileccion
Edad 3m | 6m 3a 4 a 4 a 5a 5a 7a | 8a 14 a 15 a 3m-15a
CRITERIOS MAYORES
Defecto de la pared + + + + - + + + + - - 8/11 59.9-72.4%
72.7%
Macroglosia + + + + + + + + + + + 11/11 90-97%
100%
Visceromegalia + - - - - - “F + - - - 311 72.3%
27.3%
Macrosomia + + - + + - + + - + + 8/11 50%
72.7%
CRITERIOS MENORES
Hipoglucemia - - + - + - + + - + + 6/11 30-50%
54.5%
Neavus flammeus + + + + + + - - + - - 7111 73.1%
63.6%
Hemihiperplasia - + - - - - + + + - + 5/11 38.2%
45.5%
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A 9 de 11 pacientes se les realizd el estudio de MS-MLPA, en el cual se reporto
un resultado positivo para alteraciones en la impronta en 6 de los casos, 5 de
ellos con hipometilacion en ICR2 y 1 con hipermetilacion de ICR1. Un solo caso
presentd una duplicacion de la region 11p15.5 con alteraciones en la metilacion
tanto del ICR1 como el ICR2 (Tabla 9).

Tabla 9. Resultados de estudio de MS-MLPA en pacientes con SBW.

Paciente | Resultado MLPA | Metilacion ICR1 Metilaciéon ICR2
CNV

1 No realizado No aplica No aplica

2 Normal Normal Hipometilacion

3 Normal Normal Normal

4 No realizado No aplica No aplica

5 Normal Normal Hipometilacion

6 Normal Normal Hipometilacion

7 Normal Normal Hipometilacion

8 Normal Hipermetilacion Normal

9 Normal Normal Hipometilacion

10 Normal Normal Normal

11 Duplicacion Hipermetilacion Hipometilacion
11p15

Se muestran los resultados del estudio molecular realizado a los pacientes 2 y
11 para ejemplificar como se observan los resultados. En el primero, no se
encontraron CNV en el andlisis inicial, y presentd pérdida de la metilacion en el
ICR2 (Fig. 18). En el paciente 11 se observo la duplicacion de la region

11p15.5 con hipermetilacién del ICR1 e hipometilacién del ICR2 (Fig.19).
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Figura 18. Estudio de MS-MLPA del paciente 2. A. Resultado del estudio de MLPA
sin pérdidas o ganancia en la regién 11p15.5. B. Resultado del andlisis del estado de
metilacion en la region 11p15. La reduccién de la sefial en ICR2 (ver flecha y
recuadro en Figura B), es mayor a la esperada para un patrén de metilacion normal.
Esto indica que existe una hipometilacion del ICR2 en el paciente, confirmando el
diagnéstico de Sindrome de Beckwith-Wiedemann.
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Figura 19. Estudio de MS-MLPA del paciente 11. A. Resultado del estudio que muestra
una duplicacion de la region 11p15.5. B. Resultado del analisis del estado de metilacion
en la region 11p15. La duplicacion de la regiéon provoca hipermetilaciéon del ICR1 e
hipometilacion del ICR2, confirmando el diagnéstico de Sindrome de Beckwith-
Wiedemann.
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Resultados clinicos y moleculares de los pacientes con

Sindrome de Silver-Russell.

Se identificaron 8 pacientes con diagndstico clinico de sindrome Silver- Russell.

El género de los pacientes fueron 5 masculinos y 3 femeninos, con un rango de

edad entre los 2 afios y los 12 afos (Tabla 10).

Tabla 10. Distribucion de pacientes con Sindrome de Silver Russell por edad

y sexo.
Edades Frecuencia Masculinos Femeninos

<1 afo 0 0 0

1-3 afos 2 (25%) 1 1

4-6 afios 3 (37.5%) 1 2

7-9 ainos 1(12.5%) 1 0

10-12 ainos 2 (25%) 2 0

13-15 afios 0 0 0

Total 8 (100%) 5 (62.5%) 3 (37.5%)

Los criterios diagndsticos utilizados para identificar la muestra de pacientes

fueron los criterios de Azzi, et al. Se considerd positivos a los pacientes que

cumplieron 4 de las 6 caracteristicas (Tabla 11).

A continuacién se describen los casos clinicos de los pacientes diagnosticados

con SSR.
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CASO 1.

Masculino de 2 afios de edad. Producto de la tercera gesta de padres jévenes, no
consanguineos. Cursé con hiperémesis gravidica (se desconoce semana de
gestacion al diagnéstico). Resto del embarazo normoevolutivo con adecuado
control prenatal. Obtenido a las 38 semanas de gestacion con peso de 1,440
gramos (p<b5), talla de 41 cm (p<5). Presento insuficiencia valvular aértica y canal
AV. PO LAPE con colostomia y posterior cierre, orquidopexia bilateral. Refiere
familiar multiples internamientos por neumonia, fiebre y diarrea. Paciente con
restraso en el desarrollo psicomotor. A la E.F. a los 2 anos de edad, edad
aparente menor a la cronolégica, peso de 8.200 kg (p<5), talla de 85 cm (p<5) y
perimetro cefalico de 48.5 cm (p25). Presenta frontal abombado, mentén pequenio,
soplo sistolico, abdomen con cicatriz en linea media, criptorquidia derecha y
clinodactilia del 5° dedo de ambas manos (Fig. 20). Se realizd revision clinica,

toma de fotografias y estudio molecular.
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FOTOGRAFIAS CLINICAS

Figura 20. Fotografias clinicas de paciente 1
con SSR. A) Cara triangular, frontal abombado,
micrognatia. B) Craneo con tendencia a la
dolicocefalia. C) Clinodactilia del 5° dedo
bilateral
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CASO 2.

Femenino de 3 afnos de edad. Producto de primera gesta de padres jovenes, no
consanguineos. Se refiere embarazo normoevolutivo. Obtenida via abdominal a
las 40 semanas de gestacion por falta de progresion del trabajo de parto con peso
de 1, 850 gramos (p<5), talla de 40 cm (p<5), requiri6 de casco cefalico e
incubadora durante el primer mes por peso bajo y dificultad respiratoria. Presenté
un adecuado desarrollo psicomotor. Diagndstico de foramen oval permeable y
acidosis tubular renal a los 2 afios de edad. A la E.F a los 3 afos de edad, peso de
7.215 kg (p<b), talla de 81 cm (p<5) y PC de 45.5 cm (p5); cara triangular, frontal
abombado, epicanto bilateral, puente elevado, labios delgados, micrognatia,
pabellones auriculares de adecuada implantacién. Cardipulmonar y abdomen sin
compromiso, extremidades simetricas con clinodactilia del 5to. dedo de ambas

manos (Fig. 21). Se realizd revision clinica, toma de fotografias y estudio

molecular.
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Figura 21. Fotografias clinicas de paciente 2 con SSR. A) 71

Frontal abombado, micrognatia. B) Craneo con tendencia a la
dolicocefalia. C) Clinodactilia del 5°. dedo bilateral



CASO 3.

Femenino de 4 afos de edad, producto de tercera gesta de madre afosa.
Diagnoéstico de diabetes gestacional en la semana 25 tratada con metformina.
Diagnostico de restriccion del crecimiento intrauterino y probable displasia 6sea.
Obtenida via vaginal a las 33.6 semanas de gestacion por ruptura prematura de
membranas, pes6d 1488 gramos (p10), talla 39 cm (p10). Hospitalizada al
nacimiento por cardiopatia aciandégena, hemorragia intraventricular, disfagia
orofaringea leve y enfermedad por reflujo gastroesofagico grado IV. Ala E.F. a los
4 anos de edad: peso 9.400 kg (p<3), talla 90 cm (p<3) y PC de 48.1 cm (p50).
Craneo con tendencia a la dolicocefalia, implantacién capilar anterior alta, frontal
abombado, fisuras palpebrales ascendentes, pabellones auriculares de
implantacion limitrofe, filtrum corto, labios delgados. Extremidades con clinodactilia
del 5°. dedo bilateral (Fig. 22). Se realiz6 revision clinica, toma de fotografias y

estudio molecular.
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Figura 22. Fotografias clinicas de paciente 3 con
SSR. A) Frontal abombado, micrognatia. B) Craneo
con tendencia a la dolicocefalia. C) Clinodactilia del 5°.

dedo bilateral. 72



CASO 4.

Masculino de 4 afos de edad. Producto de primera gesta de padres jovenes, no
consanguineos. Embarazo normoevolutivo, obtenido a las 36 semanas de
gestacion con peso de 1595¢g (p<5) y talla de 41cm (p<5). Presenta retraso global
del desarrollo, peso y talla baja. A la E.F. a los 4 afios de edad con peso de 10.200
kg (p<5), talla de 89.5 cm (p<5) y PC de 50.2 (p50). Craneo con tendencia a la
dolicocefalia macrocefalia relativa, facies triangular, epicanto, nariz pequefa,
micrognatia (Fig. 23), pectus excavatum, genitales con criptorquidia bilateral y
clinodactilia del 5° dedo de ambas manos. Se realizd revisidon clinica, toma de

fotografias y estudio molecular.
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Figura 23. Fotografias clinicas de paciente
4 con SSR. A) Frontal abombado, epicanto
bilateral, micrognatia. B) Craneo con
tendencia a la dolicocefalia.
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CASO 5.

Femenino de 4 afnos de edad. Producto de primera gesta de padres jovenes, no
consanguineos. Embarazo normoevolutivo con USG (desconoce cuantos)
normales. Obtenida via vaginal a las 40 semanas de gestacion con peso de 2535
gramos (p<5) y talla de 46 cm (p<5). Traumatismo craneo-encefalico a los 2 afios
de edad. A la E.F. a los 4 afios presenta retraso global del desarrollo y voz aguda
con peso de 9.500 kg (p<5), talla de 84.5 cm (p<5) y PC de 52.5 (p75). Craneo
con tendencia a la braquicefalia, frontal abombado, asimetria facial leve, cara
triangular (Fig. 24), hipoplasia medio facial, manchas café con leche en térax

anterior. Se realizé revision clinica, toma de fotografias y estudio molecular.
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Figura 24. Fotografias clinicas de paciente 5 con
SSR. A) Frontal abombado, cara triangular. B)
Craneo con tendencia a la dolicocefalia, hipoplasia
medio facial. 74



CASO 6.

Masculino de 7 anos de edad, hijo de padres jévenes, no consanguineos.
Producto de cuarta gesta, adecuado control prenatal (no refiere cuantos USG se
realizaron durante el embarazo), embarazo normoevolutivo. Obtenido a término
(se desconocen semanas de gestacion) con peso de 2100 gramos (p<5) y talla de
48 cm (p<5). Present6 retraso en el desarrollo psicomotor. Actualmente con
diagnostico de acidosis tubular renal y retraso global del desarrollo. A la E.F. a los
7 anos con peso de 15.300 kg (p<5), talla de 107 cm (p<5), perimetro cefalico de
50 cm (p50). Craneo con tendencia a la dolicocefalia, cara triangular, ligera
asimetria facial, fisuras palpebrales horizontalizadas, puente elevado, pabellones
auriculares prominentes, micrognatia (Fig. 25). Cardiopulmonar, abdomen vy
genitales sin compromiso. Extremidades con clinodactilia del 5°. dedo bilateral. Se

realizé revision clinica, toma de fotografias y estudio molecular.
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FOTOGRAFIAS CLINICAS

Figura 25. Fotografias clinicas de
paciente 6 con SSR. A) Frontal
abombado, cara triangular y asimétrica. B)
Craneo con tendencia a la dolicocefalia. C)
Clinodactilia del 5°. dedo bilateral.
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CASO 7.

Masculino de 10 afos de edad. Hijo de padres jovenes, no consanguineos.
Producto de la segunda gesta. Durante el embarazo madre presentd infecciones
de vias urinarias y cervicovaginitis de repeticion, amenaza de aborto en el 3° mes
tratada con reposo y amenaza de parto pre término en 5°. mes que requirio
hospitalizacion durante 3 dias. Obtenido via vaginal a las 32 semanas de
gestacion por ruptura prematura de membranas con peso de 1000 gramos (p<5) y
talla de 31 cm (p<5). Presentd asfixia neonatal, sepsis neonatal, enterocolitis
necrotizante y hemorragia intraventricular. A pesar de antecedentes se reporta
adecuado desarrollo psicomotor. Recibié terapia con hormona del crecimiento
durante 2 afios (de los 5-7 afios). A la E.F. a los 10 afios de edad con peso de 25
kg (p5), talla de 129 cm (p10) y PC de 52.8 cm (p50). Craneo con macrocefalia
relativa, cara triangular y frontal abombado. Cardiopulmonar y abdomen sin
compromiso. Extremidades con clinodactilia del 5° dedo bilateral. Se realizé

revision clinica y estudio molecular.
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CASO 8.

Masculino de 12 anos de edad. Hijo de padres joévenes, no consanguineos.
Producto de primera gesta, con control prenatal desde el primer mes, amenaza de
aborto en 1° mes tratada con reposo. Se realizé 3 USG reportados normales vy
ultimo con reporte de restriccion del crecimiento intrauterino. Obtenido via vaginal
a término (se desconocen semana de gestacidon) con peso de 2100 gramos (p<5),
se desconoce talla. Curs6 periodo neonatal sin complicaciones. Antecedente de
retraso en el desarrollo psicomotor, acidosis tubular renal, rinitis alérgica, asma,
enfermedad por reflujo gastroesofagico e hipospadias, actualmente con
tratamiento de hormona del crecimiento. A la E.F. a los 12 afios con peso 35.8 kg
(p25), talla de 139 cm (p10) y PC 53.5 cm (p50). Craneo con tendencia a la
dolicocefalia, frontal prominente, cara triangular, telecanto, puente elevado,
pabellones auriculares de adecuada implantacion. Genitales con testiculos en
saco escrotal. Extremidades con clinodactilia del 5°. dedo bilateral (Fig. 26). Se

realizé revision clinica, toma de fotografias y estudio molecular.
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FOTOGRAFIAS CLINICAS

Figura 26. Fotografias clinicas de paciente 8
con SSR. A) Frontal abombado, cara triangula.
B) Craneo con tendencia a la dolicocefalia. C)
Clinodactilia del 5°. dedo bilateral.
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Tabla 11. Pacientes que cumplieron criterios para el diagnéstico de Sindrome de Silver-Russell.

Paciente 1 2 3 4 5 6 7 8 Total/% %Literatura
(Azzi, et al., 2015)

Genero M F F M F M M M 3F/5M Sin predileccion

Edad 2a 3a 4 a 4 a 4 a 7a 10a | 12a 2a-12a

Peso y talla baja al + + - + + + + + 7/8 91.6%

nacimiento <2 DE 87.5%

Talla <2 DE a partir de los + + + + + + + + 8/8 94.8%

2 ainos de edad 100%

Macrocefalia relativa + + + + + + + + 8/8 82.1%
100%

Asimetria facial, corporal - - - + - + - - 2/8 94.8%

y/o extremidades 25%

Fenotipo facial clasico: + + + + + + + + 8/8 73.3%

frontal prominente, cara 100%

triangular, comisuras

labiales descendentes,

micrognatia o protrusiéon

de la frente

Dificultad para - - + - - - - + 2/8 98.3%

alimentarse 25%
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Se realizd el estudio molecular a 8 pacientes con diagnostico clinico de

Sindrome de Silver-Russell, en el cual se reportd un resultado positivo para

alteraciones en la impronta en 4 de los casos, y correspondieron todos ellos a
pérdida de metilaciéon del ICR1 (Tabla 12).

Tabla 12. Resultados de estudio de MLPA MS en pacientes con SSR.

Paciente | Resultado MLPA Metilaciéon ICR1 Metilaciéon ICR2
CNV
1 Normal Hipometilacion Normal
2 Normal Hipometilacion Normal
3 Normal Hipometilacion Normal
4 Normal Hipometilacion Normal
5 Normal Normal Normal
6 Normal Normal Normal
7 Normal Normal Normal
8 Normal Normal Normal

En la Figura 27 se muestran los resultados moleculares encontrados en el

paciente 2 en donde se observa hipometilacion del ICR1. La reduccion de la

senal del ICR1 es mayor a la esperada para un patron de metilacién normal

confirmando el Sindrome de Silver-Russell.
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Figura 27. Estudio de MS-MLPA del paciente 2. A. Resultado del estudio de
MLPA sin pérdidas o ganancia en la regién 11p15. B. Resultado del analisis
del estado de metilacién en la regién 11p15. La reduccion de la senal del ICR1
(flecha y recuadro en Figura B), es mayor a la esperada para un patréon de
metilacion normal. Esto indica que existe una hipometilacién del ICR1 en el
paciente, lo que confirma el Sindrome de Silver Russell.
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Resultados clinicos y moleculares de los pacientes con

Hemihiperplasia Aislada.

Se identificaron 9 pacientes con diagndstico clinico de Hemihiperplasia aislada.

El género de los pacientes fueron 5 masculinos y 6 femeninos, con un rango de

edad entre los 6 meses y los 15 afios (Tabla 13).

Tabla 13. Distribucion de pacientes con Hemihiperplasia Aislada por

edad y sexo.

Edades
<1 aino
1-3 aifos
4-6 afnos

7-9 ainos

10-12 anos

13-15 anos

Total

Frecuencia

1(11.1%)
2 (22.2%)
3 (33.3%)
0

2 (22.2%)
1(11.1%)
9 (100%)

Masculinos

Femeninos
0
1
3
0
1
1
6

(66%)

A continuacion se describen los casos con hemihiperplasia aislada.
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CASO 1.

Masculino de 6 meses de edad. Hijo de padres jovenes, no consanguineos.
Percepcion del embarazo durante el primer mes, confirmado por prueba
inmunoldgica del embarazo. Acudid a o consultas de control prentala y se
realizd 2 USG obstétricos reportados normales. Refiere un embarazo
normoevolutivo con adecuado contro tensional y glucémico. Obtenido via
vaginal a las 37 semanas de gestacion con peso de 3023 gramos (p50) y talla
de 52 cm (p90). A la E.F. alos 6 meses de edad con peso de 8.350 kg (p50),
talla de 67 cm (p50) y PC de 42 cm (p10-25). Craneo con tendencia a la
braquicefalia, asimetria facial, fisuras palpbrales oblicuas ascendentes,
pabellones auriculares de adecuada implantacion, con tendencia a protruir la
lengua. Extremidades con hemihiperplasia izquierda (Fig. 28). USG abdominal
y radiografia de columna sin alteraciones. Se realizé revisidn clinica, toma de

fotografias y estudio molecular.
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FOTOGRAFIAS CLINICAS

Figura 28. Fotografias clinicas de paciente 1 con HA. A) Habitus del
paciente. B) Fisuras palpebrales oblicuas ascendentes, asimetria facial.
C) Hemihiperplasia miembro pélvico izquierdo.
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CASO 2.

Masculino de 2 afos de edad. Hijo de padres jovenes, no consanguineos.
Embarazo normoevolutivo con adecuado control prenatal y USG obstétricos
reportados normales (desconoce cuantos se realizaron). Obtenido via
abdominal por falta de progresién del trabajo de parto a las 39 semanas de
gestacion con peso de 3560 gramos (p50-95) y talla de 53 cm (p50-95).
Antecedente de enfermedad por reflujo gastroesofagico tratado con Ranitidina.
Ala E.F. a los 2 afios de edad con peso de 12.900 kg (p70-75), talla de 93 cm
(p95) y PC de 50.1 cm (p90). Craneo con tendencia a la dolicocefalia, asimetria
facial, frente amplia, fisuras palpebrales horizontalizadas, puente elevado,
labios gruesos, pabellones auriculares de adecuada implantacion, asimetria
corporal a expensas de lado izquierdo. USG abdomen sin alteraciones. Se

realizo revision clinica y estudio molecular.
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CASO 3.

Femenino de 2 afios. Hija de padres jévenes, no consanguineos. Adecuado
control prenatal. Embarazo normoevolutivo hasta reporte de USG obstétrico
con oligohidramnios (madre desconoce edad gestacional del diagndstico).
Obtenida via abdominal por oligohidramnios a las 38 semanas de gestacién
con peso de 2980 gramos (p50), talla de 51 cm (p50-95). Antecedente de
displasia del desarrollo de cadera bilateral a los 5 meses de edad. A la E.F. a
los 2 afos de edad con peso de 12.700 kg (p50-75), talla de 86.3 cm (p25-50) y
PC de 47 cm (p25). Craneo con tendencia a la dolicocefalia, leve asimetria
facial, frente amplia, cejas y fisuras palpebrales horizontalizadas, puente
elvado, pabellones auriculares de adecuada implantacion. Extremidades con
hemihiperplasia cruzada (hemihiperplasia izquierda de miembros superiores y
hemihiperplasia derecha de miembros inferiores) (Fig. 29). USG abdominal sin
alteraciones. Se realizd revision clinica, toma de fotografias y estudio

molecular.
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FOTOGRAFIAS CLINICAS

Figura 29. Fotografias clinicas de paciente 3 con HA. A)
Habitus del paciente, hemihiperplasia cruzada. B) Leve asimetria
facial, frente amplia, fisuras palpebrales horizontalizadas.
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CASO 4.

Femenino de 4 afios. Hija de padres jévenes, no consanguineos. Adecuado
control prenatal con 8 consultas y 3 USG reportados normales. Embarazo
normoevolutivo. Obtenida via abdominal (iterativa) a las 38 semanas de
gestacion con peso de 3500 g (p50-95), talla 50 cm (p59-95). A la E.F. a los 4
afos de edad con peso de 21 kg (p>95), talla de 106.5 cm (p90-95) y PC de
50.5 cm (p50-95). Craneo con tendencia a al dolicocefalia, fisuras palpebrales
horizontalizadas, puente elevado, labios gruesos, pabellones auriculares de
adecuada implantacidon con pits retroauriculares bilaterales. Extremidades con
hemihiperplasia a expensas de miembro pélvico derecho. Se realizd revision

clinica y estudio molecular.
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CASO 5.

Femenino de 6 afios. Hija de padres jovenes, no consanguineos. Embarazo
con IVU no complicada en el 5to. mes de embarazo. Resto normoevolutivo.
Obtenida via vaginal a las 40 semanas de gestacion con peso de 3200 gramos
(p25-50), se desconoce talla. Antecedente de pie equinovaro izquierdo PO de
tenotomia izquierda. A la E.F. a los 6 anos de edad con peso de 18.700 kg
(p25), talla de 111 cm (p25-50) y PC de 48.2 (p25). Craneo con tendencia a la
dolicocefalia, asimetria facial. Térax asimetrico y abdomen sin compromiso.
Extremidades con hemihiperplasia corporal derecha (Fig. 30). Resonancia
magnética de encéfalo con asimetria de ventriculos laterales y USG abdominal
sin alteraciones. Se realizd revision clinica, toma de fotografias y estudio

molecular.
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FOTOGRAFIAS CLINICAS

Figura 30. Fotografias clinicas de
paciente 5 con HA. A)
Hemihiperplasia corporal derecha.
B) Asimetria facial. C)
Hemihiperplasia derecha de
miembros pélvicos.
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CASO 6.

Femenino de 6 afos de edad. Hija de padres jovenes, no consanguineos.
Producto de la gesta 8. Madre refiere consumo de tabaco en primeros 2 meses
de gestacion. No tuvo control prenatal. Obtenida via abdominal por producto
pélvico (se desconoce edad gestacional) con peso de 2500 gramos, se
desconoce talla. Antecedente de hospitalizacion a los 2 meses de edad por
sindrome coqueluchoide. Tumor de Wilms bilateral a los 5 anos PO de
nefrectomia parcial bilateral. A la E.F. a los 6 afios de edad con peso de 19.500
kg (p50), talla de 107 cm (p10) y PC de48 cm (p50). Craneo con tendencia a la
dolicocefalia, fisuras palpebrales horizontalizadas, puente nasal deprimido,
paladar integro. Cardiopulmonar sin compromiso, abdomen con cicatriz por
nefrectomia sin visceromegalias. Extremidades con hemihiperplasia de
miembros pélvicos a expensas de lado izquierdo. Se realizd revision clinica y

estudio molecular.
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CASO 7.

Masculino de 10 afios de edad. Hijo de padres jévenes, no consanguineos.
Embarazo normoevolutivo con adecuado control prenatal, no recuerda cuanto
USG se realizd, sin embargo madre refiere que fueron con reporte normal.
Obtenido a las 40 semanas de gestacion con peso de 4600 gramos (p90) y
talla de 52 cm (p50). Antecedente de fractura distal de radio a los 10 afos, PO
de desperiostizacion amplia de tibia izquierda. A la E.F. a los 10 afios con peso
de 44 kg (p90-95), talla de 150 cm (p95) y PC de 53 cm (p50). Craneo con
tendencia a la dolicocefalia, puente elevado, pabellones auriculares de
adecuada implantacion. Cardiopulmonar y abdomen sin compromiso.
Extremidades con hemihiperplasia izquierda. USG abdominal con rifidn
izquierdo aumentado de tamano. Se realiz6 revision clinica, se difieren toma de

fotografias por presencia de yesos, se toma muestra para estudio molecular.
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CASO 8.

Femenino de 11 afos. Hija de padres jovenes, no consanguineos. Embarazo
normoevolutivo con adecuado control prenatal. Refiere 3 USG obstétricos
normales. Obtenida via abdominal a las 39 semanas de gestacién por doble
circular de corddon con peso de 3150 gramos (p50), se desconoce talla. A la
E.F. a los 11 afios de edad con peso de 33.7 kg (p25), talla de 148 cm (p75) y
PC 52.3 (p50). Craneo con tendencia a la dolicocefalia, frente amplia, fisuras
palpebrales horizontalizadas, puente elevado, dorso recto, paladar integro,
pabellones auriculares de adecuada implantacion. Cardiopulmonar sin
compromiso y abdomen sin visceromegalias. Extremidades asimétricas con
hemihiperplasia derecha de miembros superiores e inferiores. Resonancia de
encéfalo y USG andominal sin alteraciones. Se realizé revision clinica y estudio

molecular.
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CASO 9.

Femenino de 15 anos de edad. Hija de padres jovenes, no consanguineos.
Percepcion del embarazo en el 2°. mes con mal control prenatal. Refiere 3
USG obstretricos normales. Obtenida a término con peso de 3,175 gramos
(p50) y talla de 49 cm (p50). Antecedente de PO desperiotizacion de tibia
izquierda y correccion de pie cavo. A la E.F. a los 15 afios de edad con peso de
54 kg (p50), talla de 163 (p50) Y PC de 54.7 (p50). Craneo con tendencia a la
dolicocefalia, asimetria facial leve, pabellones auriculares de adecuada
implantacion, cardiopulmonar y abdomen sin compromiso. Extremidades con
hemihiperplasia derecha de miembros pélvicos. USG renal con pelvis bifida
izquierda y USG abdominal sin alteraciones. Se realizé revision clinica y

estudio molecular.
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Las caracteristicas clinicas de los pacientes con hemihiperplasia aislada se

concentran en la Tabla 14.
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Tabla 14. Manifestaciones clinicas encontradas en los pacientes con hemihiperplasia aislada.

Paciente 1 2 3 4 5 6 7 8 9 Total/
%
Genero M M F F F F M F F 6F/3M
Edad 6m 2a 2a 4 a 6a 6a 10 a 11 a 15 a 2a-15a
Hemihiperplasia - + + + + - - + + 6
derecha 66.7%
>1 cm - + + + + - = + +
Hemihiperplasia + - - - - + + - - 3
izquierda 33.3%
>1 cm + - - - - + + = =
Tumores - - - - - + - - - 1
embrionarios Tumor 11.1%

Wilms




Se realiz6 el estudio molecular a 9 pacientes con diagndstico Hemihiperplasia

aislada, en ellos se reportaron sélo dos resultados positivo para alteraciones

en la impronta en 11p15.5 (Tabla 15).

Tabla 15. Resultados del estudio de MS-MLPA en pacientes con hemihiperplasia

aislada.

Paciente Resultado MLPA CNV | Metilacién ICR1 Metilaciéon ICR2
1 Normal Hipermetilacion Hipometilacion
2 Normal Normal Normal

3 Normal Normal Normal

4 Normal Normal Normal

5 Normal Normal Normal

6 Normal Normal Normal

7 Normal Hipermetilacion Hipometilacion
8 Normal Normal Normal

9 Normal Normal Normal

Se ejemplifica un caso negativo con un patrén de metilacion normal del ICR1 e

ICR2 (Fig 31).
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Figura 31. Estudio de MS-MLPA del paciente 3. A. Resultado del estudio de MLPA sin pérdidas o
ganancia en la regién 11p15. B. Resultado del andlisis del estado de metilacion en la regiéon 11p15.
La reduccion de la sefal observada en algunas sondas corresponde a lo esperado para un patron
normal de metilaciéon en ICR1 y ICR2.
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9. DISCUSION

Las alteraciones de la impronta gendmica en la regidon 11p15.5 se asocian a
diferentes enfermedades, entre ellas los sindromes de Beckwith-Wiedemann,
de Silver-Russell y la hemihiperplasia aislada. Los mecanismos epigenéticos
que controlan la expresion de los genes en esta regidbn son complejos y se
asocian por ejemplo a eventos de hipo o hipermetilacion de alguna de las dos
regiones de control de la impronta, ICR1 e ICR2. Las patologias mencionadas
se atienden de manera frecuente en la consulta de Genética; sin embargo, en
México se desconoce su frecuencia. EI HIMFG es un centro de referencia
especializado en el diagnéstico y manejo de los pacientes con enfermedades
poco frecuentes, por lo que es importante conocer el perfil clinico y epigenético

en nuestra poblacidn de pacientes con SBW, SSR y hemihiperplasia aislada.

En este trabajo se analizd a una cohorte de pacientes mexicanos que
acudieron a consulta al HIMFG con, SBW, SSR y hemihiperplasia aislada, se
revisaron sus caracteristicas clinicas, y en los casos en que fue posible se

realizé el estudio de MS-MLPA para establecer la relacidén fenotipo-genotipo.

El SBW, el SSR y la hemihiperplasia aislada son entidades que ocasionan
sobrecrecimiento producto de diferentes mecanismos moleculares (Weksberg,
2010; Martin, et al., 2005). La importancia de sospechar el diagnéstico de estos
sindromes y confirmar el diagnéstico molecular y el mecanismo por el cual se
presentan es debido en particular a su asociacion con otras complicaciones
como el desarrollo de tumores embrionarios (Weksberg, 2010). El diagndstico
oportuno, el inicio del manejo temprano de las complicaciones y el seguimiento
a lo largo de la vida del paciente, son una prioridad para lograr una mayor
sobrevida, mejor calidad de vida y brindar asesoramiento genético a la familia y

al paciente.

En el presente estudio se consideré que para los criterios de inclusion los
pacientes debian contar con analisis cromosdmico con bandas GTG, con un
resultado normal en el 100% de la muestra analizada de los tres grupos de
enfermedades. Esta situacion era la esperada, ya que la mayoria de los casos
esta asociada a alteraciones epigenéticas que afectan el patron de impronta de
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la region 11p155 'y cuando hay mutaciones puntuales o
microdeleciones/microduplicaciones la técnica de cariotipo con bandas GTG no
permitiria identificar este tipo de alteraciones debido a limitaciones en el poder
de resolucién de la técnica. Sin embargo, el cariotipo se consideré como parte
del abordaje integral de los pacientes y se realizd para descartar alguna
alteracion estructural de los cromosomas, lo que se ha reportado en muy pocos
casos en la literatura. Por cariotipo podrian detectarse deleciones o
duplicaciones grandes del brazo corto del cromosoma 15 o
translocaciones/inversiones o anillo del cromosoma 15 y delecion 15qgter que
alteran la expresién de los genes (Begemann et al, 2012; Nakashima, et al.,
2015).

Estas entidades no presentan predominio por sexo o grupo étnico (Weksberg,
2010; Galaz-Montoya, et al., 2014). En esta tesis de los pacientes con SBW el
64% fueron de sexo masculino y 36% de femenino. Los pacientes con SSR
fueron 62.5% de masculinos y en el caso de la hemihiperplasia aislada el 33%
fueron femeninos. Llama la atencién que en el SBW y en el SSR hubo una
relacion de 2:1 de pacientes masculino vs femeninos, mientras que esta
relacion fue inversa en los casos de hemihiperplasia aislada. Esta alteracién en
relacion al genéro versus lo reportado en la literatura podria deberse a la
gravedad del fenotipo entre los pacientes, a que el tamano de muestra es
pequefio y a que los pacientes fueron captados en la consulta externa en un
lapso corto de tiempo que probablemente sesgo la poblacion entre femeninos y

masculinos.

En esta tesis se identificaron 11 pacientes con Sindrome de Beckwith-
Wiedemann utilizando los criterios de Ibrahim y colaboradores. Se consideré
positivos a los pacientes que cumplieron 3 criterios mayores o 2 criterios
mayores y 1 a 3 menores. En cuanto a las manifestaciones clinicas del grupo
con diagnéstico de sindrome de Beckwith-Wiedemann (Tabla 3) se encontraron
en los siguientes porcentajes y fueron similares a lo reportado (lbrahim, et al,
2014): los defectos de pared en un 72.7% vs. 59.9-72.4%, macroglosia en
100% vs. 90-97%, hipoglucemia en 54.5% vs. 30-50%, naevus flammeus en

63.6% vs. 73.1% y hemihiperplasia en un 45.5% vs 38.2%. La incidencia de
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tumores embrionarios en este sindrome es de alrededor del 4-21% (Ounap,
2016), por lo que el unico caso en nuestra muestra equivale a un 9% vy
concuerda con lo previamente descrito. Otras manifestaciones como el
polihidramnios y la criptorquidia también se encontraron en nuestros pacientes,
sin embargo los porcentajes descritos en series previas son muy variables
(Brioude, et al., 2018).

En cuanto a los mecanismos moleculares en los 9 pacientes con diagndstico
clinico de SBW analizados, 6 (67%) presentaron alteracion en la impronta
comparado con aproximadamente 80% reportado en la literatura (Choufani,
2010). Los otros pacientes que tuvieron un resultado negativo en el MS-MLPA
cumplen los criterios clinicos y se sostiene el diagndstico, el que hayan sido
negativos puede estar asociado a otros mecanismos como por ejemplo la
disomia uniparental paterna del cromosoma 11, microdeleciones o
microduplicaciones o mutaciones puntuales en el gen CDKN1C (Ounap, 2016),
que requirian otros estudios moleculares para su confirmacion. Se ha descrito
que hasta el 50% de los pacientes con SBW presenta una pérdida de
metilacion del ICR2 y en el 5-10% ganancia de metilacion del ICR1
(Eggermann, 2013), siendo similar a lo encontrado en esta tesis, 55.5% de

hipometilacién del ICR2 y 11% de hipermetilacion del ICR1.

La correlacién genotipo-fenotipo de los pacientes con SBW concuerda con lo
descrito en la literatura (Ounap, 2016). Los pacientes con hipermetilacién del
ICR1 presentan un mayor riesgo de tumores embrionarios, por lo que en el
11% de los pacientes en los cuales se encontré este mecanismo, se debe dar
un seguimiento mas estrecho con ultrasonido abdominal y determinacion de los
niveles de alfafetoproteina cada 3 meses, sobre todo en las etapas de mayor
riesgo (8-10 afios de vida) (Ounap, 2016). En el caso de los pacientes con
hipometilacién del ICR2 se debe llevar vigilancia en peso y talla al estar

principalmente relacionado con el sobrecrecimiento postnatal.

De los 11 casos de SBW, el caso 1 es un caso familiar, ya que tiene una
hermana mayor y una prima hermana por rama materna con el diagndstico

clinico de SBW (Fig. 10). Hubiera sido de gran importancia realizar el estudio
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molecular de esta paciente para detectar alteraciones en la impronta de la
region 11p15.5 o considerar la presencia de mutaciones puntuales en
CDKNLI1C; las cuales se encuentran hasta en 50-68% de los casos familares, en
forma principal cuando hay transmision materna como en esta familia. (Ounap,
2016).

En el caso del paciente 10 (Fig.16) también podria corresponder a un caso
familiar, debido a que la hermana y la madre del propédsito presentan
hendiduras en I6bulos y pits retroauriculares. En este paciente el analisis por
MS-MLPA fue negativo por lo que el propdsito seria candidato a secuenciacién
de CDKN1C y de ser positivo considerar extender el estudio a otros miembros

de la familia.

En el paciente 11 (Fig. 17) que corresponde al 11% del total de pacientes con
SBW y estudio molecular se identificé una duplicacién de la regién 11p15 con
patron de metilacion paterna por lo que afect6 a ambos ICR, causando
hipermetilacion del ICR1 e hipometilacion del ICR2 (Vals, et al., 2015). En este
paciente deberia realizarse revisidon clinica detallada al hermano con
antecedente de labio/paladar hendido y al padre con labio hendido bilateral
(que también se ha descrito en pacientes con SBW), y considerar el estudio

molecular.

En relacién a los pacientes con sindrome de Silver-Russell se identificaron 8
pacientes con un rango de edad entre los 2 y los 12 afos. Los criterios
diagndsticos para seleccionarlos fueron los descritos por Azzi y colaboradores
y se tomaron como positivos a los individuos que cumplieron 4 de las 6

caracteristicas (Tabla 11).

Las manifestaciones clinicas de nuestra muestra comparada con las de la
literatura son peso y talla baja al nacimiento en el 87.5% vs. 91.6%, talla baja
después de los 2 anos de edad en el 100% vs. 94.8%. Aquellas que se
presentaron en mayor proporcion en los pacientes de HIMFG fueron la
macrocefalia relativa en el 100% vs. 82.1%, asimetria facial, corporal y/o
extremidades en el 25% vs. el 94.8% y dificultad para alimentarse en el 25%

comparado con el 98.3% de la literatura. Nuestra seleccion presenté el fenotipo

102



facial clasico en el 100% de los pacientes, sin embargo en la literatura se ha
descrito que soOlo alrededor del 73% presentan las manifestaciones

craneofaciales clasicas (Azzi, et al., 2015).

De los ocho individuos a los que se realizd6 MS-MLPA se identifico una
alteracion en la impronta en el 50% (4/8 casos). En la literatura se ha descrito
que es probable identificar una causa molecular en hasta 60% de los pacientes
con diagndstico clinico de SSR y que esto se debe a la heterogeneidad
genética y a alteraciones en la impronta en multiples locus (Netchine, et. al.,
2007).

La hipometilacion del ICR1 es el mecanismo molecular mas frecuente,
encontrado en aproximadamente el 30-60% de los casos de SSR (Netchine, et.
al., 2007). En esta tesis en cuatro individuos con resultado positivo el 100%
presentd perdida de la metilacion en ICR1. En los cuatro casos en los que el
resultado fue negativo podriamos considerar mecanismos como la disomia
uniparental materna del cromosoma 7, microduplicaciones maternas de la
region 11p15, microdeleciones en 1224 o mutaciones puntuales en HMGAZ2,
IGF2 o en la region promotora de H19/IGF2 (Ounap, 2016).

En ninguno de los casos de pacientes con SSR hubo antecedentes
heredofamiliares, la mayoria de casos reportados en la literatura son de

presentacion esporadica con pocos casos familiares (Wakeling, et al., 2016).

Los 9 pacientes con hemihiperplasia aislada de nuestra muestra tuvieron las
siguientes manifestaciones clinicas (Tabla 14). 66.7% presentaron
hemihiperplasia derecha y el 33.3% izquierda. Existe poca informacion en la
literatura acerca de la correlacion fenotipo-genotipo de la hemihiperplasia
asilada e incluso se reporta que es raro encontrar la hemihiperplasia como una
entidad unica (Bliek, et al., 2008). En el afio 2018 fue publicado el Consenso
Internacional de diagndstico clinico, diagnéstico molecular y manejo del
sindrome de Beckwith-Wiedemann donde se incluye a la hemihiperplasia
aislada como criterio minimo para sospechar del SBW vy realizar estudio
molecular. En el consenso se propone cambiar el término “hemihiperplasia” por

“sobrecrecimiento lateralizado” y “espectro Beckwith-Wiedemann” para los
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pacientes sin las caracteristicas clasicas pero con confirmacion molecular
(Brioude, et al., 2018).

En el estudio molecular se identificaron dos pacientes (casos 1 y 7) con
alteracion en la impronta de la region 11p15, ambos con hipometilacion del
ICR2 correspondientes al patrén responsable del sindrome de Beckwith-
Wiedemann. Entre los pacientes con hemihiperplasia aislada se encontré sélo
un paciente con antecedente de tumor embrionario (caso 6), lo que representa
el 11.1% de la muestra comparado con el 5.9% reportado en la literatura (Bliek,
et al., 2008). Sin embargo, se debe tener en cuenta que nuestra muestra es
pequefia y que al ser pacientes pediatricos podrian presentar la neoplasia en
etapas posteriores (8-10 afios de vida) (Ounap, 2016). Llama la atencion que el
paciente seis no fue positivo para el estudio de metilacion; sin embargo, es mas
frecuente encontrar el tumor de Wilms asociado a disomia uniparental de
11p15.5 o hipermetilacion del ICR1 (Ounap, 2016). En este paciente habria que
descartar mediante estudio de microsatélites la disomia uniparental paterna del
cromosoma 11 que se encuentra asociada a la hemihiperplasia y a la mayor
incidencia de neoplasias de origen embrionario (Cooper et al., 2005). En el
caso de encontrar hemihiperplasia aislada es importante buscar datos clinicos
minimos de sindrome de Beckwith-Wiedemann y de otros sindromes que
cursan con sobrecrecimiento. Ya que de acuerdo al Consenso 2018, podrian
corresponder a variantes en la expresion o a afectacion tisular selectiva debida

a factores estocasticos.

Los hallazgos clinicos y moleculares asi como el analisis de tipo y frecuencia
de las alteraciones y la relacion fenotipo-genotipo encontrado en esta tesis
corresponde a las decritas previamente en la literatura en el sindrome de
Beckwith-Wiedemann y en el sindrome de Silver-Russell (Ibrahim, et al., 2014;
Azzi, et al.,, 2015). Las manifestaciones clinicas y los resultados del estudio
molecular fueron similares a las series descritas previamente, incluyendo los
porcentajes de casos que son negativos al analisis de metilacion y quienes
deberian ser sometidos a otros estudios para confirmar el mecanismo
molecular que los ocasiond (Brioude, et al. 2018; Wakeling, et al., 2016). En

cuanto a los casos positivos, se podra llevar un mejor seguimiento y manejo
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ahora que se conocen cuales pacientes podrian tener un mayor riesgo para

presentar neoplasias de origen embrionario.

En relacion a la hemihiperplasia aislada existe poca informaciéon disponible
comparada con la encontrada en el SBW y el SSR. Es importante mencionar
que cuando el presente protocolo de investigacion fue aprobado, los pacientes
invitados cumplian los criterios clinicos de SBW propuestos por el grupo de
Ibrahim para participar en el estudio molecular (lbrahim et al.,, 2014). Sin
embargo aun no se habian propuesto los nuevos criterios del Consenso
Internacional publicados en el afo 2018 en donde se propuso el término
“‘espectro de Beckwith-Wiedemann” y que establece que la hemihiperplasia
puede ser un grado minimo de este espectro; o que podria considerarse un
sesgo de seleccidon en relacidon a los pacientes con SBW y hemihiperplasia
aislada. Los resultados de esta tesis apoyan que el diagndstico clinico es la
base para identificar de manera oportuna una enfermedad genética, para dar
un tratamiento adecuado en caso de que esté diponible y/o brindar abordaje,
manejo y seguimiento adecuado en busqueda de probables complicaciones a

lo largo de la vida.

En cuanto al asesoramiento genético en el SBW y el SSR, cuando el
mecanismo molecular es debido a alteracion epigenética en la impronta, se
consideran casos esporadicos hasta en el 85% y sélo un 15% puede deberse a
transmision familiar. Los subgrupos moleculares pueden asociarse a riesgos de
recurrencia diferentes (Weksberg, 2011) que deben ser individualizados al

encontrar el mecanismo molecular que ocasiono la enfermedad.

Por lo tanto la sospecha diagndstica del sindrome de Beckwith-Wiedemann, el
sindrome de Silver-Russell y la hemihiperplasia aislada del médico general y/o
pediatra es clave para la identificacion de estos pacientes, ya que ellos son el
personal de salud de primer contacto y quienes los referiran al médico
genetista. Como genetista es necesario conocer las manifestaciones clinicas,
los diferentes mecanismos moleculares y las posibles complicaciones de estas
entidades. Se debe realizar el cariotipo y el analisis de metilacién como parte
del abordaje de primera linea ya que las alteraciones epigenéticas son las

responsables de la enfermedad en la mayoria de los casos, si este se realiza
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por MS-MLPA es posible detectar microdeleciones o microduplicaciones, lo que
hace que no sea necesario el uso de microarreglos. Posteriormente se debe
hacer un analisis de microsatélites para descartar disomia uniparental o la

secuenciacion de genes especificos como CDKN1C o de nueva generacion.
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10. CONCLUSIONES

En este trabajo se realizoé el analisis de una cohorte de pacientes mexicanos
que acudieron a consulta al HIMFG con sindrome de Beckwith-Wiedemann (11
pacientes), sindrome de Silver-Russell (8 pacientes) y hemihiperplasia aislada
(9 pacientes). Se les realiz6é una revision clinica detallada y en 26 casos estudio
molecular por MS-MLPA para analizar el patron de metilaciéon de la regién

11p15.5 para establecer la relacion fenotipo-genotipo.

El SBW se caracteriza por defectos en la pared abdominal, macrosomia,
macroglosia, hipoglucemias en la etapa neonatal, naevus flammeus y mayor
incidencia de tumores de origen embrionario principalmente en lactantes y en

etapa escolar.

De los 11 pacientes con SBW identificados clinicamente, sélo en 9 se realizo
MS-MLPA, seis tuvieron un resultado positivo para alteracion en el patrén de
impronta, 5 con hipometilacion de ICR2, uno con hipermetilacién de ICR1 y
sélo un caso presentd una duplicacion de la region 11p15 que provocd un

cambio en el patrén de metilacion.

Se identificaron 8 pacientes con diagndstico clinico de sindrome de Silver-
Russell. El 100% de los casos presentd peso y talla bajo al nacimiento, talla
baja a partir de los 2 afios de edad, macrocefalia relativa, el fenotipo facial
clasico, dos casos tuvieron dificultad para la alimentacion y s6lo un caso cursé
con asimetria corporal. EI mecanismo molecular fue identificado en 4 de los 8

pacientes (50%) que reportaron hipometilacién del ICR1.

Se encontraron 9 pacientes con hemihiperplasia aislada, 33% masculinos y
66% femeninos. El 66.7% presentaba hemihiperplasia derecha y el 33.3%
izquierda. En esta muestra el 11.1% presentdé tumor de Wilms. El estudio
molecular identificd 2 pacientes con alteracion en la impronta, compatible con el

mecanismo encontrado en el espectro de Beckwith-Wiedemann.

107



En los pacientes con sindrome de Beckwith-Wiedemann, sindrome de Silver-
Russell o hemihiperplasia aislada es importante establecer el mecanismo
molecular por el cual se originaron, debido a que tienen riesgos diferentes de
desarrollar complicaciones como los tumores embrionarios dependiendo de la
alteracion presente. Esto también es importante para otorgar un asesoramiento

genético particular para cada paciente y sus familiares.
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11. LIMITACIONES DE ESTUDIO

La técnica de MS-MLPA permite identificar a la mayoria de casos de pacientes
con SBW, SSR o de hemihiperplasia aislada al identificar las alteraciones de la
impronta de la region 11p15.5, asi como microduplicaciones y microdeleciones.
En los pacientes con resultado negativo para el estudio, no se descarta el
diagndstico ya que se conoce que hay heterogeneidad en su etiologia y que

esta puede estar relacionada a diferentes alteraciones genética o epigenéticas.
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ANEXO I. HOJA DE RECOLECCION DE
DATOS
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ANEXO II. HOJA DE CONSENTIMIENTO
INFORMADO PARA TOMA DE MUESTRA
SANGUINEA
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ANEXO IlI. HOJA DE CONSENTIMIENTO
INFORMADO PARA TOMA DE
FOTOGRAFIAS
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ANEXO V. TECNICA DE
AMPLIFICACION MULTIPLE DE
SONDAS LIGADAS SENSIBLE A
METILACION (MS-MLPA)

El DNA fue extraido de sangre periférica utilizando el cartucho AS1010 vy el
equipo Maxwell 16 de Promega. EI ADN fue desnaturalizado para llevar a cabo
la hibridacién con el coctel de sondas ME030-C3 que contiene 26 sondas de
aproximadamente 50 — 80 nt de longitud para la region 11p15.5 y dos sondas
adicionales para el Sindrome de Sotos. Trece sondas de control, para genes
fuera de la region de interés. Cada sonda de MLPA consiste en dos
oligonucledtidos que son ligados unicamente si estan adyacentes en la
secuencia blanco. Una vez ligados son amplificados mediante PCR utilizando
iniciadores que reconocen y amplifican todas las sondas ligadas. La reaccion
fue dividida en dos partes, una de las cuales se empled para determinar el
grado de metilacion digiriendo con la enzima Hhal. Los fragmentos obtenidos
fueron separados por electroforesis capilar en el secuenciador ABI3500
empleando polimero POP7. Para el analisis de los resultados se empled el

programa Coffalyser proporcionado por el fabricante.
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