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RESUMEN

El campo de la epigenética incluye el estudio de los cambios heredables en la expresion
génica que no se deben a ninguna alteracion en la secuencia del DNA. Entre los
mecanismos epigenéticos se encuentra la metilacion del DNA y las modificaciones
postraduccionales de histonas, fendmenos criticos en la conformacion de la cromatina y
regulacion de la expresion génica. Otro factor que influye en la expresion génica es la
impronta gendmica, la cual genera una expresion diferencial dependiendo del origen
parental. La regulacion adecuada de la expresidn génica asegura un desarrollo vy
crecimiento normal, por lo que su alteracion ha emergido como una via fundamental en la
patogénesis de numerosas enfermedades y en particular de patrones anormales del
crecimiento como en el sindrome de Beckwith-Wiedemann, el sindrome de Silver-Russell y
la hemihiperplasia aislada. Esta dltima condicién se caracteriza por sobrecrecimiento
corporal asimétrico y un aumento en el riego de neoplasias de tipo embrionario. La
etiologia asociada a la hemihiperplasia aislada presenta una alteracién en el patron de
metilacion del DNA en los centros de control de impronta 1 y 2 de la region 11p15.5, la
cual incluye genes criticos en la regulacion del crecimiento y proliferacién celular como
son H19, IGF2 y CDKNI1C. Se ha estudiado escasamente el patron de metilacion del DNA
de la region 11p15.5 en pacientes con HA y en la mayoria de ellos no se ha detectado
alteraciones, ademas de que la frecuencia de las alteraciones moleculares puede variar en
diferentes poblaciones. El objetivo de este trabajo fue caracterizar el patron de metilacion
del DNA en los centros de control de la impronta 1 y 2 de la region 11p15.5 en sangre
periférica de pacientes mestizos mexicanos con hemihiperplasia aislada. Se realiz6 el
estudio clinico y determinacién del patron de metilacion en 9 pacientes mediante la prueba
de amplificacion de sondas dependiente de ligacion mdltiple sensible a metilacion.
Nuestros resultados mostraron un predominio de diagnostico en la etapa de lactante (56%)
con una relacién 2:1 del sexo femenino sobre el masculino. La presentacion de
hemihiperplasia izquierda fue ligeramente mas frecuente que la derecha, el 67% presentd
hemihiperplasia compleja y se presentaron otros hallazgos asociados en el 67% de los
pacientes. Unicamente un caso presentd asimetria renal izquierda. Todos los pacientes
presentaron un numero de copias normal para la region 11p15.5, mientras que los patrones
de metilacion resultaron normales en el 78%. Se observé la hipermetilacion de CI1 en el
22% de los pacientes, quienes presentaron hemihiperplasia compleja izquierda y una
diferencia mayor a 2 cm en relacion a la asimetria de extremidades. Los resultados
demuestran que esta alteracion en el patron de metilacion es una causa poco frecuente de
hemihiperplasia en pacientes mexicanos y no se descarta la asociacion con formas
frustradas de sindrome de Beckwith-Wiedemann causadas por sobreexpresién del gen
IGF2.



1. ANTECEDENTES
1.1. Estructura de la cromatina

La informacién genética de una célula esta constituida por aproximadamente 2 m de DNA
gendmico dentro de su nicleo celular, de manera que resulta interesante entender como un
DNA de gran longitud esta contenido en un didmetro de tan solo 10 pm (Figura 1). Al
respecto, fue en el siglo XIX cuando se describié una sustancia nuclear denominada
cromatina, la cual era claramente visible después de su tincion con un colorante basico
[Ollins y Ollins 2003; Maeshima et al., 2008].
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Figura 1. Empaquetamiento de la cromatina. Modelo que muestra algunos de los niveles

Plegamiento irregular de nucleosomas

de compactacion de la cromatina. Modificada de Maeshima et al., 2008 [104].



La mayor parte de la cromatina esta en forma de fibra con didmetro aproximado de 30nm.
Si se induce mayor desplegamiento, se observa la fibra de 10nm en forma de “collar de
perlas”, donde el collar corresponde al DNA y cada perla es un nucleosoma (Figura 2), el

cual es la unidad fundamental de la cromatina [Olins y Olins, 2003].

Figura 2. Estructura de la cromatina mediante micrografia electronica. a) Una vision
extendida de la cromatina, se observa el “collar de perlas” (flechas). b) Nucleosomas
aislados. c¢) Cromatina extendida, fibra de orden superior de 30nm. Escala (barra negra

inferior): 30nm, 10nm y 50nm, respectivamente. Tomada de Olins y Olins, 2003 [116].



Cada region central del nucleosoma tiene una forma cilindrica con un didmetro de 11nmy
una altura de 5.7nm (Figura 3) [Ollins y Ollins, 2003]. Consiste en un complejo globular de
8 histonas constituido por dos moléculas de cada histona H2A, H2B, H3 'y H4, y el DNA de
doble cadena de 147 nucledtidos de longitud [Davey et al., 2002; Razin et al., 2007]. El
octamero de histonas forma un centro de proteinas alrededor del cual el DNA es enrollado
1.65 veces en forma de espiral hacia la izquierda [Luger, 2001; Kouzarides, 2007; Alberts
etal., 2007].

La region central del nucleosoma tiene alrededor de 220 lisinas y argininas cargadas
positivamente, y 74 residuos con carga negativa correspondientes al acido aspartico y acido
glutdmico [Razin et al., 2007]; la neutralizacion de las cargas en estos aminoacidos es
fundamental para el plegamiento de la cromatina. La separacion entre nucleosomas se
mantiene a intervalos de 200 pares de nucle6tidos aproximadamente, esto incluye a la
distancia entre cada region central del nucleosoma, una region llamada DNA de unién
[Alberts et al., 2007].

La histona H1, también llamada histona de union, esta asociada con el DNA de union y la
region central del nucleosoma (Figura 3). Tiene una mayor longitud que la regién central de
histonas y generalmente se presenta en una relacion 1:1 con el nucleosoma. La H1
desempefia diversas funciones entre las que se encuentran: 1) la compactacion del DNA, ya
que la unién de una sola molécula de H1 a cada nucleosoma, cambia la trayectoria del
DNA conforme sale del mismo facilitando su empaquetamiento; 2) la proteccion contra la
digestion por parte de nucleasas y 3) la estabilizacion del nucleosoma al reducir el
deslizamiento del octdmero de histonas, de manera que funciona activamente en la
movilidad del nucleosoma para el control de la expresion génica tanto negativa como

positivamente [Luger, 2001].
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Figura 3. Estructura del nucleosoma. a) Se muestra la region central del nucleosoma con
forma cilindrica. b) Un nucleosoma integrado por el octamero de histonas (H2A, H2B, H3
y H4) y sus residuos N-terminales que sobresalen. ¢) Estructura cristalografica de la region
central del nucleosoma: H2A en amarillo, H2B en rojo, H3 en azul y H4 en verde; el DNA
enrollado en gris. d) Se muestra la histona H1 asociada al DNA de unidn y region central.
Adaptada de Luger, 2001 [102]; Olins y Olins, 2003 [116]; Alberts et al., 2007 [2].



Se han propuesto algunos modelos estructurales para la fibra de cromatina de 30nm que
incluyen el modelo del solenoide, constituido por nucleosomas consecutivos conectados
por DNA de union en una trayectoria helicoidal de 6 a 8 nucleosomas por vuelta; por otra
parte, el modelo de “hélice de dos inicios” donde los nucleosomas estan dispuestos en una
conformacién de zigzag. [Tee y Reinberg, 2014; Li y Reinberg, 2011].

El descubrimiento del nucleosoma se ha convertido en la parte medular de la estructura de
cromatina y unidad fundamental para la modulacién de su funcién; mientras que el
empaquetamiento de orden superior de la cromatina ha permitido ampliar la vision en
procesos fundamentales tales como la replicacion, la transcripcion y la reparacion. [Ollins y
Ollins, 2003].



1.2. Regulacion de la cromatina

El estado de la cromatina que determina patrones especificos de expresion génica tiene una
naturaleza reversible que provee la base para la reprogramacion epigenética [Apostolou y
Hochedlinger, 2013; Li et al., 2007].

Se distinguen dos tipos de cromatina dentro del nicleo en interfase de células eucariontes:
la eucromatina y la heterocromatina (Tabla 1). La eucromatina es el material cromosémico
descondensado y disperso en el nucleo celular, contiene la mayoria de los genes con
transcripcion activa y cuya replicacion es al inicio de la fase S del ciclo celular. La
heterocromatina es la forma altamente condensada de la cromatina y mas del 10% del
genoma en mamiferos esta empaquetado en esta forma. EI DNA en este tipo de cromatina
tiene una replicacion tardia, es escaso en genes y altamente resistente a la expresion génica
para la mayoria de ellos [Eissenberg y Elgin, 2005]. Una -caracteristica de la
heterocromatina es su capacidad para expandirse y alterar la expresion génica en una
manera independiente de la secuencia y especifica de la regidén. Generalmente, cuando la
heterocromatina se expande causa represion génica de las secuencias cercanas en un

proceso conocido como silenciamiento transcripcional [Grewal y Jia, 2007].

Hay dos tipos de heterocromatina: constitutiva y facultativa. La heterocromatina
constitutiva incluye principalmente al DNA satélite altamente repetitivo localizado en los
telémeros y regiones centroméricas, asi como en las regiones pericentroméricas de los
cromosomas 1, 9, 16 y region distal del cromosoma Y. Por el contrario, la heterocromatina
facultativa es encontrada en loci regulados durante el desarrollo en las células de mamiferos
donde el estado de la cromatina puede cambiar en respuesta a sefiales celulares y actividad
génica. La heterocromatina facultativa asegura el silenciamiento de genes en ciertos tipos
celulares o tejidos, tal y como se presenta en la inactivacion aleatoria del cromosoma X.
[Rando, 2006; Saha et al., 2006].
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Tabla 1. Diferencias entre eucromatina y heterocromatina

Caracteristica

Eucromatina

Heterocromatina

Apariencia en interfase

Descondensada (tincién clara)

Condensada (tincién densa)

Localizacion cromosémica

Brazos distales

Pericentromérica, telomérica

Momento de la replicacién

A lo largo de la fase S

Fase S tardia

Composicién

DNA Unico, secuencias
dispersas levemente repetitivas

DNA repetitivo: satélite

Densidad génica

Variable

Baja

Localizacion nuclear Dispersa A menudo aglomerada
(perinuclear, perinucleolar)
Recombinacion meiotica Significativa No detectable

Metilacion del DNA (vertebrados
y plantas)

Islas CpG hipometiladas cerca
de los genes transcritos

Extensamente metilado

Acetilacion de histonas Elevada Baja
Espaciamiento entre nucleosomas | Irregular Regular
Accesibilidad a nucleasa Variable Baja

Adaptada de Eissenberg y Elgin, 2005 [45].

El nucleosoma representa la unidad basica de la cromatina y las multiples interacciones
dentro del nucleosoma lo convierten en un complejo muy estable para su funcion de
compactacién, sin embargo no es una simple unidad estatica ya que posee un elevado grado
de dindmica local regulado por complejos proteicos [Soutoglou y Misteli, 2007].

La célula eucarionte contiene una gran variedad de complejos remodeladores de cromatina
que por lo regular son dependientes de ATP, los cuales tienen la capacidad de cambiar
temporalmente la estructura de la cromatina. Los complejos dependientes de ATP que
remodelan la cromatina permiten su fluidez al inducir el recambio de histonas, asi como
permitir la movilizacion del nucleosoma. Los complejos remodeladores de cromatina
dependientes de ATP incluyen a las familias SWI/SNF (Switch/Sucrose Non Fermentable),
CHD (Chromodomain Helicase DNA Binding Protein) e ISWI (Imitation SWI), entre otros.
La remodelacion de la cromatina es esencial para los procesos celulares, tales como la
transcripcion y la reparacion del DNA particularmente en el desarrollo embrionario [Saha

et al., 2006; Ho y Crabtreel, 2010].
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1.3. Regulacion epigenética de la expresion génica

En mamiferos, las diferentes células que forman un organismo generalmente contienen el
mismo DNA aunque su morfologia y funcién celular pueda variar enormemente. Esto es en
gran parte el resultado de la expresién génica diferencial, la cual es regulada de forma
estricta durante el desarrollo y en etapa adulta puede ser mantenida después de divisiones

celulares repetidas. [Daxinger y Whitelaw, 2012; Greer y Shi, 2012].

El término epigenética fue acufiado hace 70 afios por Sir Conrad Waddington, quién
propuso la existencia de un nivel de complejidad molecular méas alla del genoma,
responsable de producir fenotipos celulares distintos y variables a partir de un genoma
tnico [Goldberg et al., 2007; Hirts y Marra, 2008]. Clasicamente, la epigenética estudia las
modificaciones quimicas del DNA o histonas que cambian la estructura de la cromatina y
modulan la expresion génica, pero no involucran alteraciones en la secuencia del DNA
[Esteller, 2008; Feil y Fraga, 2012; Szulwatch y Jin, 2013].

Los mecanismos epigeneéticos incluyen la metilacion del DNA y las modificaciones
postraduccionales de histonas [Szyf, 2005; Brunner et al., 2014]. A pesar del auge actual
sobre las nuevas funciones de los RNA no codificantes (ncRNA) en multiples mecanismos,
su efecto sobre la regulacion génica se ha demostrado desde hace una década. [Pritchar et
al., 2012; Kanai y Arai, 2014; Katsushima y Kondo, 2014].

Las modificaciones epigenéticas desempefian tres principales funciones en las células de
mamiferos: 1) contribuyen a la arquitectura cromosémica asegurando la estabilidad y
segregacion apropiada de los cromosomas durante la mitosis; 2) regulan el silenciamiento
génico y la inaccesibilidad de elementos repetitivos y retroelementos endogenos; 3)
participan en el inicio y mantenimiento de la actividad y represion de genes individuales o
agrupamientos génicos; y 4) Participan en los procesos de replicacion y reparacion del
genoma [Cheedipudi et al., 2014; Kang et al., 2014].

12



1.3.1. Metilacién del DNA

La metilacion del DNA es el proceso donde un grupo metilo (CH3) es incorporado a una
citosina, generalmente en los dinucledtidos CpG (Figura 4). La metilacion del DNA

desempefia un papel importante en la regulacion de la expresion génica y su participacion

es fundamental en el desarrollo embrionario, la transcripcion, la inactivacion del

cromosoma X y la impronta genomica [Szyf, 2005].

Citosina

Metilcitosina

Figura 4. Metilacion del DNA. Se muestra la adicion enzimatica de un grupo metilo al
carbono 5 de la citosina. DNMT: metiltransferasa de DNA, Me: grupo metilo. Modificada

de Rodenhiser y Mann, 2006 [129].
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1.3.1.1. Distribucién del DNA metilado

En el genoma de mamiferos, la metilacion en la posicién del carbono 5 de las citosinas
resulta en la formacion de 5-metilcitosinas (5mC), siendo ésta la principal modificacion
quimica del DNA en mamiferos. La cantidad de 5mC varia ampliamente entre organismos
y se estima que en plantas es mayor al 50%, en Drosophila melanogaster es de 0.1% y en
los seres humanos estan metiladas del 1 al 6% de todas las citosinas presentes en el DNA
de una célula normal [Esteller, 2007; Tammen et al., 2013].

La metilacion del DNA generalmente ocurre en los dinucledtidos CpG de las células de
mamiferos, aunque un pequefio porcentaje de metilacién en secuencias CHG y CHH
(donde H es A, C o T) ha sido observado en células madre embrionarias [Lister et al., 2009;
Yan et al., 2011]. El contenido de dinucledtidos CpG en el genoma humano se aproxima a

30 millones [Cocozza et al., 2011].

Las secuencias de aproximadamente 1 kb de longitud, con un contenido de ~65% de
citosinas-guaninas y una frecuencia de un dinucleétido CpG por cada 10 pares de bases,
son conocidas como islas CpG [Antequera, 2005]. EI genoma humano contiene alrededor
de 30,000 islas CpG distribuidas a lo largo de diferentes regiones en el genoma, en niveles
de 48%, 27% y 25% en la regién promotora, intergénica e intragénica, respectivamente.
Otros estudios han reportado que las islas CpG estan asociadas con la region promotora del
70% de todos los genes humanos; estos incluyen a los genes “housekeeping”, generalmente
involucrados en la regulacién del ciclo celular y la reparacion del DNA, y
aproximadamente a la mitad de los genes con un patron de expresion especifico de tejido.
[Shenker y Flanagan, 2011; Papageorgiou et al., 2014]

En las células humanas del 4 al 6% del genoma se encuentra metilado. Globalmente, los
niveles de metilacion son superiores en células madre embrionarias a diferencia de las
células somaticas [Deaton y Bird, 2011]. Por otro lado, la metilacion del DNA ocurre en
una forma inversa entre la metilacion de citosinas y la densidad de dinucle6tidos CpG

14



(Figura 5); la mayoria de estos ultimos se encuentra disperso en el genoma y tienen niveles
elevados de metilacion hasta en un 80%, mientras que las islas CpG permanecen

extensamente desmetilados con una frecuencia aproximada del 90% [Gao y Das, 2014].

CGls

b)

CGls

B Metilado I Desmetilado

Figura 5. Distribucion genomica de las islas CpG y patron de metilacion de los
dinucleodtidos CpGs. a) Porcentajes de distribucion en el genoma completo para las islas
CpG en el promotor, region intergénica e intragénica. b) Porcentajes de distribucion en el
genoma completo para el estado de metilacion de los dinucledtidos CpG dispersos y
dinucledtidos CpG en las islas CpG. Modificada de Gao y Das, 2014 [56].

La metilacién de las islas CpG se ha observado durante la inactivacion del cromosoma X,
en la impronta gendmica y raramente en las regiones promotoras. La metilacion de los
dinucledtidos CpG intragénicos tiene una correlacion negativa con la transcripcion génica y
sirve de proteccion contra la iniciacion de la transcripcion en sitios erroneos, entre otras

funciones [Laurent et al., 2010; Adalsteinsson y Ferguson-Smith, 2014].
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La secuencia del DNA por si misma puede determinar el estado de metilacion local,
situacion que demuestra la relacion entre la informacion genética y la regulacion
epigenética. Existen algunos determinantes de la metilacion del DNA en cuanto a su
localizacion, entre éstos se ha propuesto que la secuencia de un promotor determina la
metilacion de las citosinas circundantes sobre la misma cadena de DNA mediante un
mecanismo en cis. Otro factor lo representan los sitios de union a factores de transcripcion,
ya que mutaciones dentro de estas regiones limitan el mantenimiento del patrén de
metilacion en las citosinas circundantes [Lienert et al., 2011]. También se ha reportado una
asociacion entre los polimorfismos de un solo nucle6tido (SNP) y los cambios en el patron
de metilacion del DNA que rodea a dicho SNP [Bell et al., 2011].
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1.3.1.2. Establecimiento y mantenimiento de los patrones de metilacién
del DNA

El sustrato para llevar a cabo la metilacién del DNA proviene del ciclo de los folatos y
metabolismo del é&cido félico, especificamente del donador S-adenosil-L-metionina
(AdoMet). Los responsables del establecimiento y mantenimiento de los patrones de
metilacion del DNA en mamiferos son los miembros de la familia de metiltransferasas de
DNA (DNMTs): DNMT1, DNMT3A y DNMT3B [Edwards y Ferguson-Smith, 2007;
Zhang y Pradhan, 2014].

En el desarrollo embrionario se presenta un fendmeno conocido como “memoria
epigenética”, por medio del cual se generan un gran numero de tipos celulares
especializados a partir de un Unico cigoto totipotencial. Los factores de transcripcion
especificos para cada tejido interactian con modificadores epigenéticos para establecer la
identidad celular y contribuir al mantenimiento de distintos estados de la cromatina y

patrones de expresion génica especifica de tejido [Vaskova et al., 2013].

Durante la etapa de postfertilizacion en el desarrollo embrionario, el embrion se somete a
procesos de desmetilacion para que posteriormente DNMT3A y DNMT3B establezcan la
metilacion de novo del DNA. DNMT3B prevalece en etapas tempranas durante el
desarrollo embrionario para lograr la supresion de genes expresados en linea germinal
durante la transicion del blastocisto al epiblasto postimplantacion. DNMT3A
principalmente participa en etapas tardias sobre las células de linea germinal para establecer
la impronta parental y en la diferenciacion de las células sométicas a patrones de metilacion
del DNA especificos de linaje [Hajkova et al., 2002; Reese y Bartolomei, 2006; Gao y Das,
2014].

Después de la etapa de 8 células, la DNMT1 es responsable del mantenimiento de la

metilacion del DNA heredada de las células parentales. DNMT1 tiene una preferencia por
la unién a DNA hemimetilado durante la fase S del ciclo celular. EI PCNA (proliferating
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cell nuclear antigen) forma un complejo con DNMT1 en el DNA recientemente replicado
para copiar el patron de metilacion de la cadena molde [Song et al., 2011].

La DNMTL es esencial para el establecimiento de impronta en la linea germinal, pero
carece de dominios de metiltransferasa y es considerado un factor acoplado a DNMT3A 'y
DNMT3B [Ballestar y Esteller, 2005; Gao y Das, 2014].

Los patrones de metilacion del DNA son especificos del linaje celular, se establecen
durante el desarrollo embrionario y son mantenidos a lo largo de la vida adulta. Una
variedad de patrones de metilacion puedan establecerse debido a la gran cantidad de
metilacion diferencial. La informacion contenida en dichos patrones puede cambiar o ser
reversible sin alterar la secuencia de nucleotidos y es heredable a través de las divisiones
celulares por mecanismos de mantenimiento que metilan la cadena recién sintetizada
durante la replicacion del DNA [Ehrlich y Lacey, 2013; Kumar et al., 2013].
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1.3.1.3. Mecanismos de desmetilacion del DNA

La dilucion pasiva y remocién activa de 5mC son reportadas en mamiferos. En la
desmetilacién pasiva, las DNMTs son inhibidas para generar una pérdida gradual de 5mC
durante las divisiones celulares sucesivas. Por otro lado, el ciclo de metilacion-
desmetilacién activa del DNA ha ganado terreno por el descubrimiento de las deoxigenasas
TET (ten-eleven translocation), ya que se ha descrito que estas enzimas catalizan la
oxidacion de las 5mC a 5-hidroximetilcitosina (5hmC) y otros intermediarios,
proponiéndose que esta conversion inhibe la sefial de metilacion y por lo tanto su efecto
sobre la represion transcripcional [Page-Lariviere y Sirard, 2014]. Otro mecanismo propone
que TET1 previene la union de DNMT, interfiriendo con la adicién de grupos metilo
[Dawlaty et al., 2011; Ficz et al., 2011; Branco et al., 2012;], y de esta forma promover la

desmetilacion.

Por otra parte, entre los mecanismos involucrados en la desmetilacién activa se encuentran:
la reparacion por escision de base, la remocion de 5mC por TDG (thymine DNA
glycosylase) y la desaminacion de 5mC por AID (activation-induced deaminase)/APOBEC
(apolipoprotein B mRNA-editing enzyme complex); dichos mecanismos son seguidos por

la reparacion de bases mal apareadas [Zhang y Pradhan, 2014].

La desmetilacién del DNA ocurre en algunas circunstancias durante el desarrollo de
mamiferos. La desmetilacion es observada en la copia paterna del genoma después de que
el espermatozoide se introduce en el ovocito, previo a la fusion de sus nlcleos. De manera
similar, las células germinales primordiales se someten a una desmetilacion del genoma

completo para mantener la totipotencialidad [Guo et al., 2011].
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1.3.1.4. Consecuencias funcionales de la metilacién del DNA

La metilacion del DNA puede afectar la transcripcion génica, por lo general provocando
represion en la expresion de los genes, mediante tres formas: 1) interferir por impedimento
estérico la unién de los factores de transcripcion a los promotores; 2) reclutando proteinas
de unién a DNA metilado en promotores o regiones intragénicas; 3) alterando la estructura
de cromatina y accesibilidad espacial de factores de transcripcién y/o proteinas de unién a
DNA [Jones, 2012]. La correlacion entre la metilacion del DNA vy la expresion génica ha
demostrado que las regiones hipometiladas estan asociadas con actividad génica y las
regiones hipermetiladas son resistentes a la transcripcién [Trowbridge y Orkin, 2010].
Recientes reportes sobre los factores de transcripcion Kaiso y ZFP57 sugieren la
posibilidad de que la metilacion del DNA puede promover la iniciacién de la transcripcion,
situacién que deja abierta la posibilidad de que en algunos casos la metilacion del DNA
puede tener un efecto positivo sobre la expresion génica [Buck-koehntop y Defossez,
2013].

El papel funcional de la metilacion del DNA en la represion de la expresion génica es
evidente ya que la pérdida de DNMTs da como resultado la desregulacion de multiples
genes, con tendencia a la activacion génica; ademas de que el tratamiento de células con el
inhibidor de DNMTs, 5-azacitidina, genera la pérdida de metilacion del DNA y
concomitantemente la activacion génica [Trowbridge y Orkin, 2010].

Se reconocen dos mecanismos mediante los cuales se explica como la metilacion del DNA
induce represion génica. Primero, la metilacion del DNA puede atraer a proteinas que
Ilevan a la represion génica a traves del reclutamiento de modificadores de la cromatina. Se
ha caracterizado un grupo de proteinas, conocidas como MBPs (methyl binding proteins)
que muestran especificidad para unirse al DNA metilado. Las MBPs interactian con
modificadores de histonas para condensar la cromatina generando represion génica.
Segundo, ciertas proteinas pueden interactuar con el DNA en una manera dependiente de
metilacion. En este caso, la metilacién del DNA rechaza la unién de proteinas, tal y como
son los factores de transcripcion [Robertson, 2005; Adalsteinsson y Ferguson-Smith, 2014].
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1.3.2. Modificaciones postraduccionales de histonas

Las modificaciones postraduccionales covalentes de las histonas pueden alterar la
arquitectura de los nucleosomas dentro de la cromatina e influir en su funcion [Li y
Reinberg, 2011]. El repertorio completo de estas modificaciones es complejo ya que
algunos residuos de aminoacidos especificos influyen en la capacidad de otros para ser
modificados y algunos sitios tienen el potencial de ser modificados en diversas formas. Los
residuos N-terminales de las histonas, asi como también algunas posiciones en los dominios
globulares, pueden ser blanco de diversas modificaciones postraduccionales que incluyen
metilacion, acetilacion, fosforilacion, ubicuitilacion, sumoilacion, biotinilacion vy
ribosilacion (Figura 6). Tales modificaciones pueden alterar las interacciones entre el DNA
y las histonas dentro y entre los nucleosomas, afectando la estructura de orden superior de

la cromatina [Kouzaridez , 2007].
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Figura 6. Modificaciones postraduccionales de histonas. Los dominios globulares de
cada histona (H2A, H2B, H3 y H4) corresponden a los Gvalos de colores y los aminoacidos
se representan en cddigo de una letra. Circulos de colores: ac-acetilacién, me-metilacion,
ph-fosforilacion y ubl-ubicuitilacion. Tomada de Bhaumik et al. 2007 [14].
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La metilacion de histonas se produce principalmente sobre las argininas (R) y lisinas (K).
Diferentes patrones de metilacion incluyendo: mono- (mel), di (me2) o trimetilacion (me3)
se presentan sobre las histonas H2, H3 y H4. Estas modificaciones son realizadas
enzimaticamente por acetiltransferasas de histonas (HAT), desacetilasas de histonas
(HDAC), metiltransferasas de histonas (HMT) y desmetilasas de histonas (HDM), entre
otras [Cedar y Bergman, 2009; Feng y Shen, 2014].

La metilacion de histonas se asocia con varias funciones celulares como la transcripcion,
replicacion del DNA, respuesta al dafio del DNA, formacion de heterocromatina y
reprogramacion celular somatica; sin duda, la represion y activacion transcripcional
representan las funciones mas estudiadas (Tabla 2). La marca H3K4me3 esta vinculada con
la transcripcidn activa al reclutar el complejo de RNA polimerasa Il y otros coactivadores.
Por el contrario, la H3K27me3 se considera una marca de represion transcripcional, cuya
extension es impedida por la metilacion H3K36 confinada a la region central de los genes.
Otras marcas asociadas con activacion de la expresion génica incluyen H3K9mel y
H4K20mel, mientras que H3K9me2 y H3K9me3 son un signo de represion génica.
H4K20me2 y H4K20me3 participan en otros procesos que incluyen la respuesta al dafio del
DNA y el mantenimiento de la integridad gendmica [Li et al., 2007].
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Tabla 2. Modificaciones de histonas asociadas con la regulacion de la transcripcion

Modificacion Histona/residuos modificados Domir.1i0.de Funci('?n en
reconocimiento transcripcion
H3 K4 PHD, Cromo, WD-40 |Activacion
K9 Cromo Activacion/Represién
HP1*
K27 Ezh2, G9a Represion
K36 Cromo, JMJD Represion
K79 Tudor Activacion
H4 K20 Tudor Represion
H3 R2 ND Activacion
R17 ND Activacion
R26 ND Activacion
H4 R3 p300* Activacion
H3 S10 Genb* Activacion
H2B K120/123 COMPASS Activacion
H2A K119 ND Represion
H3 K56 Swi/Snf* Activacion
H4 K16 Bromodominio Activacion
Htzl K14 ND Activacion
H2AH2B |K ND Represion
H4
H2BE2arl ND ND Activacion
H3 R2 ND Represion
R8
R17
R26
H3 P30-38 ND Activacion, represion

* Los dominios especificos en estas proteinas ain no estdn determinados. H: histona, K:
lisina, R: arginina, S: serina, P: prolina, ADP: difosfato de adenosina, ND: no determinado.
Adaptada de Kouzarides 2007 [90], Li et al., 2007 [95] y Zhang y Pradhan, 2014 [165].
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Las variantes de histonas no solo aportan la diversidad en la composicion del nucleosoma,
sino que ademas permiten a la célula ampliar sus mecanismos para modificar la cromatina
(Tabla 3). Se han identificado diversas variantes en H2A, H2B y H3 con funciones
bioldgicas especificas como la activacion transcripcional, el silenciamiento génico, la
reparacion del DNA y el mantenimiento de la integridad gendmica. Las histonas
convencionales son codificadas por multiples genes (por ejemplo, H2B por 17 genes); en
contraste, las variantes de histonas son a menudo codificadas por genes Unicos y pueden ser
clasificadas en 3 subtipos principales con base en el patrén de expresion y la organizacion
genomica: 1) dependientes de replicacion, 2) independientes de replicacion y ciclo celular,
y 3) especificas de tejido [Berstein y Hake, 2006].

Los diferentes tipos de modificaciones de histonas funcionan de manera combinada para
coordinar e integrar las diferentes vias de sefializacion celular a nivel de la cromatina
[Huang et al., 2010]. Derivado de investigaciones recientes, se ha podido dividir al genoma
en varios estados de la cromatina. Por ejemplo, la marca H3K4me2/3 y H3K9/27ac
representa un promotor fuerte para activacion transcripcional, mientras que los promotores
débiles se caracterizan por una reduccion en la acetilacion de H3K9/K27 y la represion de
promotores se caracteriza por la reduccion de H3K9/27ac y el incremento de H3K27me3
[Siggens y Ekwall, 2014].
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Tabla 3. Caracteristicas de las histonas y sus variantes

Histona/ Genes Tipo Funcion Localizacion Caracteristicas
Variante humanos estructurales
15 DR Region central del |Gendmica -
nucleosoma
ND Inactivacion del Cromosoma X Dominio tipo no histona en
cromosoma X inactivo extremo carboxilo
IR Activacion/ Promotor, Diferenciaenasaly a-
represion heterocromatina hélice en extremo carboxilo
para reconocimiento
ND Activacion Cromosoma X Carece de extremo carboxilo
activo y autosomas
IR Represion, Gendmica Dominio SQ(E/D) en
reparacion del extremo carboxilo es
DNA, integridad fosforilado después de dafio
gendmica celular
17 DR Region central del | Gendmica -
nucleosoma
ND TE ND Telémero ND
TE ND Telémero ND
TE ND ND ND
10 DR Region central del|ND -
nucleosoma
DR ND ND ND
IR Activacion Eucromatina Diferencia de H3 en 4
aminoacidos
DR, ND ND ND
TE

ND: no determinado, DR: dependientes de replicacion, IR: independientes de replicacion y
ciclo celular, ET: especificas de tejido. Modificada de Bernstein y Hake, 2006 [12] y Li et
al. 2007 [95].
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1.3.4. Comunicacién entre los mecanismos epigenéticos

Existe una relacion funcional entre la metilacién del DNA y las modificaciones de histonas,
ya que la adquisicion de una puede depender o ser mutuamente excluyente de la otra. La
metilacion del DNA y las modificaciones de histonas estdn ampliamente relacionadas y
depende de cada una el mantenimiento del estado epigenético en la célula. La metilacién en
sitios CpG puede servir como una sefial para las modificaciones de histonas. Ademas las
proteinas de unién a DNA metilado, MeCP2 y MBD se unen a desacetilasas de histonas y
metiltransferasas de lisinas en histonas. La DNMT3a y DNMT3b son reclutadas por la
histona H3K9 metilada mediante la interaccién directa de la proteina HP1. Se ha reportado
que las DNMTs y desmetilasas del DNA son blanco de algunos miRNAs, lo cual afecta

directamente el estado de metilacion del DNA [Zhang y Pradhan, 2014].
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1.3.4. Impronta gendmica

El término impronta se utilizo por primera vez para describir la eliminacion programada del
cromosoma X paterno en un tipo particular de insectos [Ferguson-Smith, 2011]. La
impronta gendmica es un fenémeno en el cual los alelos de un gen son expresados
diferencialmente dependiendo de su origen parental, es decir constituye una forma de
regulacion de expresion genica restringida al origen parental de un alelo [Wrzeska y
Rejduch, 2004].

La mayoria de los genes autosomicos presentan una expresion bialélica, es decir, son
expresados tanto del alelo materno como del alelo paterno. EI mecanismo de impronta
gendmica ocasiona que un gen o grupo de genes sean expresados de forma especifica a
partir de un solo alelo [Sha, 2008]. La expresion monoalélica ejerce fuertes ventajas
selectivas para la evolucion y mantenimiento de la impronta genémica, al respecto y en un
debate activo, se han desarrollado la teoria de parentesco y la teoria de coadaptacién. En la
primera, también conocida como hipoétesis del conflicto parental, se propone la existencia
de un conflicto entre los intereses de genes maternos y paternos en la descendencia durante
el momento de dependencia materna para la nutricion. Por otra parte, en la teoria de
coadaptacion se plantea que los genes improntados actlan de manera coadaptativa para
optimizar el desarrollo fetal, asi como también para la provision materna y la crianza
[Peters, 2014].

Se han reportado cerca de 150 genes improntados en el raton y la mayoria de ellos estan
conservados en otras especies incluyendo al ser humano, en el cual se han encontrado
aproximadamente la mitad de estos genes [Peters, 2014]. En los mamiferos, el 80% de los
genes improntados conocidos hasta ahora, estan organizados en grupos a lo largo del
genoma y son regulados por regiones de control de la impronta (Cl) [Edwards y Ferguson-
Smith, 2007]. Se han descrito agrupamientos de genes improntados principalmente en los
cromosomas 6, 7, 11, 14, 15y 20 [Kacem y Feil, 2009], algunos de ellos se presentan en la
Figura 7.
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Figura 7. Agrupamientos de genes improntados. a) En el CI del locus Igf2/H19 el alelo
paterno esta metilado y los ncRNA son expresados a partir del cromosoma no metilado. En
el alelo materno: b) Cl2/Kengl y ¢) PWS/AS, el CI actia como promotor para un ncRNA
expresado paternamente y antisentido para al menos uno de los genes en el agrupamiento.
Las interacciones entre los potenciadores y las regiones diferencialmente metiladas (DMR)
en la locus Igf2/H19 controlan la expresion improntada dentro de la region. Las flechas
indican el sentido del transcrito. Modificada de Edwards y Ferguson-Smith, 2007 [42].
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El descubrimiento de las diferencias en la metilacién del DNA en regiones improntadas,
sugiere la importancia de los mecanismos epigenéticos en la regulacion de la impronta. La
identificacion de los Cl y su participacion como elementos funcionales en la impronta de
maultiples genes en cis, permitieron dilucidar los mecanismos de regulacién de la impronta
gendémica. De hecho, la pérdida de la impronta después de la delecion dirigida de DNMT1,
demostré que la metilacion es esencial para la impronta gendmica. Ante la ausencia de
DNMT]1, algunos genes improntados son activados, lo cual resalta la importancia de la
metilacion en la impronta [Adalsteinsson y Ferguson-Smith, 2014]

La metilacion en los CI se presenta de novo en la linea germinal por la accion de DNMT3A
y DNMT3L. Un numero pequefio de CI paternos se encuentran metilados en los
espermatozoides y la mayoria de Cl maternos metilados en los ovocitos. Es interesante que
los Cl paternos estan siempre localizados en regiones intergénicas, mientras que los Cl
maternos se localizan principalmente en secuencias promotoras. El pérdida de la impronta
se presenta durante los eventos de desmetilacion que ocurre en las células germinales
primordiales. Sin embargo, con la finalidad de retener la memoria del origen parental que
sera establecida subsecuentemente a esta reprogramacion, la impronta gendémica debe
permanecer durante la fase de reprogramacion epigenética postfertilizacion [Adalsteinsson
y Ferguson-Smith, 2014].

Ademas de los Cl, las DMR estéan localizadas en algunos agrupamientos improntados, pero
una notable diferencia entre ellas es que la metilacion diferencial de estas ultimas no se
establece de manera germinal y por el contrario es adquirida postfertilizacion [Kelsey y
Feil, 2013].
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1.4. Laregion 11p15.5

La region 11p15.5 contiene al menos 12 genes improntados y se ha dividido en dos
dominios, cada uno regulado por un Cl y separados por una region no improntada (Figura 7
y 8) [Bell y Felsenfeld, 2000; Hark et al., 2000].

El dominio 1 telomérico/distal contiene dos genes improntados: IGF2 (insulin-like growth
factor 2, MIM 147470) y H19 (imprinted maternally expressed noncoding transcript, MIM
103280). La distancia entre ellos es de alrededor de 80kb y comparten un elemento
potenciador situado corriente abajo. EI gen H19 es expresado del alelo materno como un
RNA no codificante cuya funcion es de gen supresor de crecimiento tumoral y ha sido
implicado en la restriccion del crecimiento, en el SSR y en una gran variedad de tumores

esporadicos [Choufani et al., 2010].

Una regidn exclusivamente metilada en el alelo paterno de 2.4kb corriente arriba de H19
corresponde al CI1 [Bell y Felsenfeld, 2000; Hark et al., 2000]. EI CI1 esta constituido por
67 CpG, metilados en los espermatozoides y desmetilados en los ovocitos; de manera que
el cigoto tiene una copia paterna metilada y una copia materna desmetilada. La diferencia
de origen parental en la metilacion del CI1 se mantiene a través del desarrollo en todos los

tipos celulares, excepto en las células germinales primordiales [Kacem y Feil, 2009].

La metilacion diferencial en el Cl1 normalmente se establece durante la gametogénesis, sin
embargo se ha reportado en modelos animales que el patrén de metilacién puede
establecerse ain después de la fertilizacion [Okamura et al., 2013]. La impronta
postfertilizacién es conferida especificamente sobre el alelo paterno en un fragmento de
DNA de 1.7kb en el CI1 [Okamura et al., 2013].

EL CI1 incluye 7 modulos repetidos de secuencias altamente conservadas que conforman

sitios blanco para el factor de union a CCCTC (CTCF), con gran afinidad principalmente
sobre el médulo 6. Los diferentes arreglos de las secuencias blanco de CTCF, debido a
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deleciones o duplicaciones, tienen asociacion con una actividad distinta del CI1 y el efecto
final es la variabilidad en el fenotipo [Ulaner et al., 2003; Beygo et al., 2013].

En el locus improntado H19/Igf2, el gen codificante 1gf2 es expresado a partir del alelo
heredado paternamente. Este patron de expresion es dependiente de la metilacién
diferencial en el CI1, asi como de la proteina aislante CTCF. EI CTCF puede unirse sobre
el alelo materno no metilado, mientras que su union es inhibida sobre el alelo paterno; de
manera que la union de CTCF al DNA es sensible a metilacion. Corriente debajo de Igf2 se
encuentra H19, un gen ncRNA, ambos genes comparten potenciadores localizados en el
extremo 3" de este Ultimo y su interaccion determina la expresion especifica parental. Sobre
el cromosoma heredado paternamente, la interaccion Igf2-potenciador es posible y el gen es
expresado. Por otro lado, sobre el alelo materno, este contacto es bloqueado por la unién de
CTCF al CI1, de manera que facilita la interaccion del potenciador con el ahora activo H19
y también resulta en la represion del Igf2. [Holwerda y de Laat, 2003; Wallace y Felsenfeld,
2007; Ghirlando et al., 2012].

COKMNIC

COKNIC

Figura 8. Representacion esquematica de la region improntada en la region 11p15.5.
CI1: centro de control de la impronta 1, CI2: centro de control de la impronta 2, M: alelo
materno, P: alelo paterno, Cen: centromero, Tel: telémero, CTCF: factor de union a
CCCTC, potenciadores: lineas amarillas, grupos metilo: circulos rellenos azules y flechas:

expresion genica. Modificada de Choufani et al., 2010 [25].
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El modelo actual sobre el mecanismo de la actividad aislante de CTCF sugiere que en el
locus H19/1gf2, la formacion de un asa de cromatina sobre el alelo materno inhibe
espacialmente la interaccion del potenciador con el 1gf2. El proceso parece depender de la
unién de CTCF a mas de una region y del contacto fisico entre estos sitios vecinos via
interaccion CTCF. El modelo sugiere que sobre el cromosoma heredado maternamente no
metilado, CTCF se une al CI1 y también a un DMR somaético localizado en el extremo 5
de Igf2. Sobre el alelo materno el contacto CI1-DMR es posible por la dimerizacion de
CTCF con estos dos loci. Sobre el alelo paterno, donde el CTCF no puede unirse, estas
interacciones estan ausentes dentro del locus, permitiendo la interaccion a 90kb de distancia
entre el potenciador y el Igf2 [Bell y Felsenfeld, 2000; Adalsteinsson y Ferguson-Smith,
2014]

En el dominio 2 centromérico/proximal el conjunto de genes improntados corresponde a
una region de 1Mb y contiene aproximadamente 10 genes. El CI2, también llamado DMR2
o KvDMR1, abarca aproximadamente 300pb y se localiza en una isla CpG en el intron 10
del gen KCNQL1 (potassium channel, voltage-gated, KQT-like subfamily, member 1, MIM
607542), y a su vez también en el promotor de KCNQ1OT1 (KCNQZ1-overlapping transcript
1, MIM 604115) o LIT1 (long QT intronic transcript 1) [Geuns et al., 2007]. Este Gltimo
gen codifica un transcrito no traducido expresado paternamente y con una direccion
antisentido con respecto al gen KCNQL1 [Du et al., 2004; Nakano et al., 2006].

El CI2 regula la impronta de mas de 6 genes vecinos expresados maternamente entre los
que se encuentran: KCNQ1, CDKN1C (cyclin-dependent kinase inhibitor 1C, MIM
600856), ASCL2 (achaete-scute complex 2, homolog of drosophila, MIM 601886) y TSSC4
(tumor-suppressing subchromosomal transferable fragment candidate gene 4, MIM
603852). De particular interés es el gen CDKN1C que codifica a p57(KIP2), un regulador
negativo de la proliferacion celular, cuya expresion es débil en el alelo paterno en la
mayoria de los tejidos humanos. La expresion de CDKN1C es ampliamente regulada por
KCNQ1 y KCNQ1OT1 ademas de otros mecanismos que incluyen ncRNA vy proteinas de
remodelamiento de la cromatina [Beatty et al., 2006; Pateras et al., 2009].
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1.5. Implicaciones de la region 11p15.5 en la presentacion de enfermedades

Las alteraciones epigenéticas y de la impronta gendmica se manifiestan en diversas
condiciones que incluyen: el envejecimiento [Moskalev et al., 2014; Rang y Boonstra,
2014], enfermedades multisistémicas [Rodenhiser y Mann, 2006; Huang et al., 2012;
Girardot et al., 2013], patrones anormales del desarrollo y crecimiento [Pidsley et al., 2012;
St-Pierre et al., 2012; Bouwland-Both et al., 2013; Nguyen y Slim, 2014; Jang y Serra,
2014], varios tipos de cancer [Dimopoulos et al., 2014; Dong et al, 2014; Jiang et al., 2014;
Ma et al., 2014], procesos neurodegenerativos [Court et al., 2014], enfermedades alérgicas
[Kuo et al., 2014], alteraciones oculares [Liu et al., 2013], la enfermedad inflamatoria
intestinal [Karatzas et al. 2014] y enfermedades cardiovasculares [Loscalzo y Handy,
2014], entre otras (Tabla 4).

De particular interés para este trabajo, las alteraciones en la metilacion del DNA en la
regién 11p15.5 se han descrito en el sindrome de Beckwith-Wiedemann (SBW, MIM
130650), sindrome de Silver-Russell (SSR, MIM 180860) y la hemihiperplasia aislada
(HA, MIM 235000) [Alders, et al., 2009; Butler, 2009; Horsthemke, 2010; Chofauni, 2010;
Peters, 2014].
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Tabla 4. Alteraciones epigenéticas y
humanas

Enfermedad

de la impronta en enfermedades y condiciones

Gen/locus

Mecanismo epigenético

sindrome de Prader-Willi 15911-q13 Pérdida de expresion de mas de 11 genes

(MIM 176270) del alelo paterno, DUPmat15

sindrome de Angelman 15911-q13 Pérdida de expresion de UBE3A en el

(MIM 105830) alelo materno, DUPpat15

sindrome de Beckwith-Wiedemann 11p15.5 Expresion bialélica de IGF2 y

(MIM 130650) silenciamiento de H19, DUPpat11,
silenciamiento de CDKN1C

sindrome de Silver-Russell 11p15.5 Expresion bialélica de H19 y

(MIM 180860) Cromosoma 7 silenciamiento de IGF2, DUPmat7

Hemihiperplasia aislada 11p15.5 Expresion bialélica de IGF2 y

(MIM 23500)

silenciamiento de H19, DUPpat11

Diabetes mellitus tipo 1 neonatal transitoria
(MIM 601410)

6024

Sobreexpresion de PLAG1y HYMAI

Pseudohipoparatiroidismo tipo 1a 20913.3 Mutaciones inactivantes maternas en

(MIM 103580) GNAS, pérdida de impronta de GNAS

sindrome DUPmat14 14932 Pérdida de expresion paterna de DLK1y
RTL1

sindrome de X fragil FRAXA Hipermetilacion

(MIM 300624)

Degeneracion macular relacionada con la edad
(MIM 603075)

IL17RC, GSTM1

Hipermetilacion de region promotora

Céncer de mama BRCA1 Hipermetilacion
(MIM 113705)

Glioblastoma MGMT Hipermetilacion
Céncer de ovario Sat2 Hipometilacion
Céncer de timo POMC Hipometilacion
Leucemia p15 Hipermetilacion
Esquizofrenia RELN Hipermetilacion

(MIM 181500)

Aterosclerosis

Varios genes

Hipometilacion, hipermetilacion

sindrome ICF
(MIM 242860)

DNMT3b

Hipometilacion

Envejecimiento

Varios genes

Hipometilacion, hipermetilacion

DUPmat: disomia uniparental materna, DUPpat: disomia uniparental paterna, ICF:

inmunodeficiencia, inestabilidad centromérica y anormalidades faciales. Adaptada de
Rodenhiser y Mann, 2006 [129], Liu et al. 2013 [100] y Peters, 2014 [120].
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1.5.1. Sindrome de Beckwith-Wiedemann (MIM 130650)

El sindrome de Beckwith-Wiedemann representa la condicion de sobrecrecimiento més
comun en los seres humanos con una incidencia reportada de 1 en 13,700 nacidos vivos,
siendo un sindrome panétnico y de presentacion tanto en mujeres como en hombres. La
designacion original para este sindrome fue EMG, basandose en las manifestaciones
clinicas de exonfalos u onfalocele, macroglosia y gigantismo (macrosomia) [Choufani,
2010].

1.5.1.1. Descripcion clinica del SBW

La presentacion clinica es heterogénea pero se considera que los hallazgos mayores son
aquellos que se asocian con la presentacion de SBW y son infrecuentes en la poblacién
general, mientras que los hallazgos menores estan asociados a SBW pero son comunes en
la poblacion general (Figura 9 y Tabla 5) [Choufani, 2010; Moreno-Salgado et al., 2013].

Figura 9. Fenotipo de pacientes con SBW. a) Recién nacido masculino con presencia de
macroglosia y hernia umbilical. b) Lactante masculino con Mancha vino de Oporto, 0jos
prominentes con pliegues infraorbitarios y macroglosia. Modificada de Weksberg et al.,
2010 [156].
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Tabla 5. Criterios diagnosticos para SBW

\ Criterios mayores

Defectos de pared abdominal: onfalocele (exonfalos) o hernia umbilical

Macroglosia

Macrosomia (peso y talla >p97)

Pliegues anteriores auriculares y muescas en la parte posterior del hélix

Visceromegalia de drganos intraabdominales

Tumores embrionarios en la infancia (tumor de Wilms, hepatoblastoma, neuroblastoma)

Hemihiperplasia

Citomegalia de la corteza adrenal fetal (difusa y bilateral)

Anormalidades renales (nefrocalcinosis, desarrollo tardio de rifién esponjoso medular)

Historia familiar positiva de SBW

Displasia mesenquimatosa placentaria
Paladar hendido

\ Criterios menores

Eventos relacionados con el embarazo (polihidramnios, hipertrofia placentaria, cordén umbilical adelgazado,
prematurez)

Hipoglucemia neonatal

Mancha vino de Oporto o nevus flammeus

Cardiomegalia, anormalidades cardiacas estructurales, cardiomiopatia

Facies caracteristica: hipoplasia del tercio medio facial y ojos prominentes con pliegues infraorbitarios

Diastasis de rectos

Edad 6sea avanzada

Adaptada de Weksberg et al. 2010 [156].

Una proporcion de casos de hemihiperplasia aislada y casos de tumor de Wilms aislado
pueden representar una forma “frustrada” o minima de SBW. Los pacientes con SBW
presentan un incremento en el riesgo para desarrollar neoplasias de tipo embrionarias,
cominmente tumor de Wilms y hepatoblastoma, pero también pueden presentar una
variedad de otros tumores como neuroblastoma, rabdomiosarcoma y carcinoma
adrenocortical. El riesgo estimado para el desarrollo de tumores es 4 a 21% con una elevada

presentacion antes de los 5 afios [Choufani, 2010].
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1.5.1.2. Etiologia del SBW

El SBW es causado por diversas alteraciones genéticas y epigenéticas las cuales incluyen:
1) pérdida de metilacion en CI2 del alelo materno (50% de los casos); 2) 20 % disomia
uniparental paterna (DUPpat); 3) ganancia de metilacion en CI1 del alelo materno (5%); 4)
mutaciones en CDKN1C materno (5%); 5) rearreglos cromosémicos (<1%) y 6) en 20% de
los casos no se detecta una alteracién [Weksberg et al, 2003; Cooper et al., 2005; Cerrato et
al., 2008]. También han sido asociadas las microdeleciones en sitios blanco para CTCF en
el CI1 [Sparago, 2007]y deleciones en el CI 2 [Algar et al., 2011].

Se han reportado pacientes con SBW y mdltiples pérdidas de metilacion en los centros de
control de impronta de los genes PLAGL1 (MIM 603044), MEST (MIM 601029) e IGF2R
(MIM 147280), asi como su asociacion con el uso de tecnologias de reproduccion asistida
[DeBaun et al., 2002]

La disomia uniparental o DUP, fue descrita en seres humanos a partir del hallazgo de
alteraciones meioticas que originaban gametos con pérdida (nulisomia) o ganancia
(disomia) de ciertos cromosomas. La DUP es un fendmeno celular en el cual los
cromosomas homologos o segmentos cromosomicos son derivados de un solo origen
parental (ya sea de la madre o del padre). La DUP incluye: a) isodisomia, en la cual se
heredan dos copias de un solo homologo parental y b) heterodisomia, que se refiere a la
herencia de ambos homologos a partir de solamente uno de los padres [Engel, 2006;
Yamazawa et al., 2010]. Se estima una incidencia de DUP para cualquier cromosoma de 1
en 3,500 nacidos vivos. Cuando la DUP se presenta en una region de genes improntados las
células pueden heredar ambos alelos activos y expresarlos o pueden heredar ambos alelos
inactivos y reprimir la expresion, eventos que ocasionan una dosis génica anormal con
repercusion fenotipica dependiendo de la region implicada [Ferguson-Smith et al., 2003;
Yamazawa et al., 2010]. Una caracteristica de la DUP es que puede presentarse en forma de
mosaicismo, fendmeno que implica la presencia de mas de una linea celular genéticamente
distinta en un organismo derivado de un solo cigoto. Este mecanismo esta asociado con la

expresividad variable de ciertas condiciones, es decir con la extension en la cual cierto

37



organo o tejido es afectado por un genotipo particular, implicando que una alteracion sea
especifica de tejido [Youssoufian y Pyeritz, 2002].

En el SBW todos los pacientes que presentan DUPpat, ademas de tratarse de una
isodisomia, son mosaicos para células con DUPpat y células biparentales normales,
hallazgo que indica la presencia de recombinacion somatica postfertilizacion. Este evento
esta relacionado con el grado de metilacion, de manera que la hipermetilacion y la
hipometilacion dependen del porcentaje de mosaicismo [Soejima e Higashimoto, 2013].

1.5.1.3. Correlacion epigenotipo fenotipo en el SBW

Existe una gran correlacién entre las alteraciones moleculares y el fenotipo en pacientes
con SBW. Se ha reportado la presencia de un fenotipo grave cuando los niveles de DUPpat
son elevados. La hemihiperplasia, una de las caracteristicas principales del SBW, se
presenta con mayor frecuencia en casos de DUPpat que en otros mecanismos moleculares.
El riesgo de neoplasias es variable dependiendo de la etiologia molecular, por ejemplo el
tumor de Wilms o hepatoblastoma se presenta con mayor frecuencia en los casos de
DUPpat y ganancia de metilacion en CI1, por otra parte, la pérdida de metilacion en CI2 se
correlaciona con otros tumores diferentes a tumor de Wilms; los casos de mutaciones en
CDKNLIC tienen gran asociacion con la presencia de neuroblastoma. Existen dos defectos
moleculares de mayor asociacion con la presencia de onfalocele, estos incluyen las
mutaciones en CDKN1C y la pérdida de metilacion en el CI2. Una de las manifestaciones
poco frecuentes en SBW es el retraso del desarrollo, situacion presente en las duplicaciones
de 11p15.5 [Choufani, 2010].
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1.5.1.4. Diagnostico de SBW

El diagndstico clinico de SBW se basa en la presencia criterios clinicos, generalmente tres
mayores 0 dos mayores y uno menor. Los estudios moleculares utilizados en su abordaje
incluyen: analisis de metilacion de los CI1 y Cl2, secuenciacién de CDKN1C y anélisis de
disomia uniparental. Otros estudios son el cariotipo con bandas GTG, el analisis de
delecion/duplicacion y en una proporcién de casos se ha realizado FISH (hibridacion in situ
fluorescente) para confirmar o descartar alteraciones cromosémicas. Lo anterior tiene

importantes implicaciones también para el asesoramiento genético.
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1.5.2. Sindrome de Silver-Russell (MIM 180860)

La contraparte del SBW en relacion al patrén anormal de crecimiento esta representada por
el sindrome de Silver-Russell, una condicion clinica y genéticamente heterogénea
caracterizada principalmente por retraso grave en el crecimiento intrauterino y postnatal. La
prevalencia estimada es de 1 en 100,000 [Christoforidis et al., 2005].

1.5.2.1. Descripcion clinica del SSR

Entre las caracteristicas descritas en el SSR se encuentran el retraso en el crecimiento
intrauterino (RCIU), restriccion del crecimiento postnatal (RCPN), macrocefalia relativa,
frente prominente, cara triangular, comisuras labiales descendentes, micrognatia, asimetria
corporal o de extremidades, clinodactilia del quinto dedo, retraso del desarrollo y manchas
café con leche. (Tabla 6 y Figura 10) [Eggerman, 2010; Galaz-Montoya et al., 2014].

Figura 10. Fenotipo de pacientes con SSR. a) y b) Se observa macrocefalia relativa y cara
triangular. ¢) macrocefalia relativa, frente prominente y comisuras labiales hacia abajo.
Modificada de Lin et al., 2010 [98].
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Tabla 6. Criterios diagnosticos para pacientes con SSR

Criterios mayores

Retraso en el crecimiento intrauterino/menor para edad gestacional (p<10)

Crecimiento postnatal con talla en percentil <3

Perimetro cefélico normal (p3-97)

Asimetria de extremidades, corporal y/o facial

Criterios menores

Cara triangular

Abombamiento frontal/frente prominente

Clinodactilia del quinto dedo

Brazada corta con indice normal del segmento superior-inferior

Criterios de apoyo

Manchas café con leche o cambios de pigmentacion en la piel

Anormalidades genitourinarias (hipospadias/criptorquidia)

Retraso motor, del lenguaje y/o cognitivo

Dificultad para alimentarse

Hipoglucemia

Modificada de Eggermann, 2010 [43].

1.5.2.2. Etiologia del SSR

Aproximadamente 35 a 50% de los casos de SSR presenta pérdida de metilacion paterna en
Cl1, el 7 a 10% de los casos se asocia a disomia uniparental materna del cromosoma 7
(DUPmat7), en el 1 a 2% de los casos se ha demostrado duplicacién 11p15 materna, en 1%
se han identificado otras aberraciones cromosémicas y casos Unicos de DUPmat11 [Kim et
al., 2005; Bruce et al, 2009; Kannenberg et al., 2012]. La hipometilacion del CI1 en SSR
tiene la caracteristica de ser especifica de tejido, ya que se ha encontrado una mayor
pérdida de metilacién en leucocitos de sangre periférica y células de mucosa oral que en
fibroblastos. Este hecho establece una correlacion débil y no estricta entre la asimetria
corporal y la expresion de IGF2 con el patron de metilacién observado [Wakeling et al.,
2010].



1.5.2.3. Correlacion epigenotipo fenotipo en el SSR

Se ha reportado que los casos de SSR con hipometilacion extrema de H19 (<9% de
metilacion) tienen manifestaciones esqueléticas como dislocacién radio-humeral,
sindactilia, mayor asimetria de extremidades y escoliosis, que aquellos casos con
hipometilacion moderada o DUPmat7 [Bruce et al, 2009]. Otros autores han encontrado
mayor frecuencia de clinodactilia y anormalidades congénitas en pacientes con
hipometilacion del Cl1 en comparacion con casos que presentan DUPmat7, mientras que
los trastornos de lenguaje y aprendizaje fueron mas frecuentes en estos Ultimos casos.
Ademas, existe un bajo riesgo de malignidad ya que solo algunos casos de pacientes con
SSR se han asociado a tumor de Wilms, hepatoblastoma y otros tumores abdominales
[Wakeling et al., 2010].

1.5.2.4. Diagnostico del SSR

La informacién derivada de varios reportes clinicos indica que el diagndstico de SSR y los
estudios de laboratorio de apoyo deben ser considerados en individuos que presentan 3
criterios mayores o 2 mayores y 1 menor [Netchine et al., 2007; Bartholdi et al., 2009;
Eggerman, 2010; Wakeling et al., 2010].

Aunque se han propuesto los sistemas de calificacion para asistencia en el diagnostico
clinico, la precision de éste es a menudo influenciada por la experiencia del médico que
examina. Recientemente se desarroll6 un sistema de calificacién que sitta los datos clinicos
dentro de 5 grupos: parametros al nacimiento, curso postnatal, asimetria, caracteristicas
faciales y otras caracteristicas. Utilizando este sistema se logré diagnosticar al 63% de
pacientes con RCIU/RCPN [Bartholdi et al., 2009]. Los estudios moleculares de apoyo para
el diagnostico de SSR incluyen los andlisis de metilacion para el CI1, delecion/duplicacion,
DUP y citogenético.
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1.5.3. Hemihiperplasia aislada (MIM 235000)

En la mayoria de las ocasiones el sobrecrecimiento en un organismo resulta de: 1)
hemihiperplasia, anormalidad en la proliferacion con incremento en el namero celular; 2)
hemihipertrofia o incremento en el tamafio de las células; 3) incremento en el espacio
intersticial, principalmente por exceso de fluido y 4) la combinacién de estos factores
[Cohen, 1998].

La hemihiperplasia se define clinicamente como un sobrecrecimiento asimétrico de una o
méas regiones del cuerpo con o sin compromiso visceral. El sobrecrecimiento puede
involucrar la mitad del cuerpo, una sola extremidad, un lado de la cara o su combinacién y
se ha propuesto una clasificacion basada en el sitio anatomico involucrado (Tabla 7). La
hemihiperplasia es una caracteristica de algunos sindromes de malformaciones mdultiples,
en particular el SBW, sin embargo puede presentarse de manera aislada [Hoyme et al.,
1998].

Tabla 7. Clasificacion anatomica de la hemihiperplasia

Extension del sobrecrecimiento Sitio anatémico implicado
Hemihiperplasia simple Una sola extremidad
Hemihiperplasia compleja La mitad del cuerpo (al menos una

extremidad toracica y una extremidad
pélvica); las partes afectadas pueden ser
contralaterales o ipsilaterales

Hiperplasia hemifacial Un lado de la cara
Modificada de Hoyme et al. 1998 [75].

La hemihiperplasia aislada (HA) se define como un sobrecrecimiento corporal asimétrico
causado por una alteracion en la proliferacion celular en individuos sin ningin otro
diagnostico subyacente [Clericuzio y Martin, 2009]. Estudios epidemiolégicos han
demostrado que la HA tiene una incidencia de 1:86,000 recién nacidos vivos [Hoyme et al.,
1998; Tomooka, 1988].
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1.5.3.1. Descripcion clinica de la HA

El principal hallazgo de la HA es el sobrecrecimiento corporal asimétrico que puede ser
debido a diferencias en el crecimiento del hueso, de tejidos suaves o de ambos y puede
acompanarse de visceromegalia asimétrica (Figura 11) [Hoyme et al., 1998; Heilstedt y
Bacino, 2004].

En términos generales, los pacientes con HA reportados en la literatura no presentan la
hemihiperplasia como entidad aislada. Dentro de los fenotipos asociados a HA se han
descrito: obesidad, escoliosis, defecto del pigmento, anomalia de Poland, sindactilia,
macrodactilia, retraso mental, occipucio prominente, plagiocefalia, manchas café con leche,
hiperlaxitud articular, feocromocitoma, elevacion de alfafetoproteina y hepatomegalia
[Dalal et al., 2006; Demir et al., 2008; Zarate et al., 2009; Mutafoglu et al., 2010; Dempsey-
Robertson et al., 2012; Kalish et al., 2013]. En otros casos, los pacientes con HA presentan
uno 0 Mas signos que sugieren SBW, pero sin reunir criterios clinicos del mismo. Las
caracteristicas adicionales en HA incluyen: macrosomia, macroglosia, muescas y pliegues
en pabellones auriculares, defectos de pared abdominal, nefromegalia, mancha vino de
Oporto o nevus flammeus, hipoglucemia y tumor de Wilms [Dalal et al., 2006; Bliek et al.,
2008].

La historia natural de la HA presenta una variabilidad marcada y usualmente la esperanza
de vida es normal, sin embargo algunas anormalidades como la discrepancia en la longitud
de las extremidades pélvicas puede causar escoliosis modificando el prondstico a largo
plazo. El riesgo incrementado de neoplasias embrionarias en individuos con HA esta bien
documentado y usualmente los tumores son diagnosticados antes de los 10 afios con una
incidencia estimada en 5.9%. La presentacion mas frecuente es el tumor de Wilms y en
menor proporcién hepatoblastoma, carcinoma adrenal, leiomiosarcoma intestinal y tumores
extraabdominales que involucran el cerebro, testiculos, pulmén, utero y médula 6sea
[Hoyme et al., 1998; Lapunzina, 2005].
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Figura 11. Fenotipo en pacientes con HA. a) Se muestra paciente con hemihiperplasia
que involucra la extremidad toracica y pélvica derechas. b) Hemihiperplasia de la
extremidad pélvica derecha, se aprecia mayor grosor y longitud de la pierna afectada.
Modificada de Heilstedt y Bacino, 2004 [70] y Hoyme et al. 1998 [75].

1.5.3.2. Etiologia de la HA

Debido a que la hemihiperplasia constituye una caracteristica clinica del SBW y a que los
pacientes con HA podrian representar la forma leve o frustrada del SBW, asi como a la
asociacion con neoplasias de tipo embrionario para ambas condiciones, se ha investigado la
superposiciéon molecular que involucra genes improntados en la region 11p15.5. Se ha
encontrado que pacientes con HA tienen uno de los tres epigenotipos mas comunes
presentes en SBW: 14% con disomia uniparental paterna 11p15.5 (DUPpat11pl5.5), 8%
con pérdida de metilacion materna en el CI2 y 3% con ganancia de metilacion materna en
el CI1 [Gaston et al., 2001; Martin et al., 2005; Niemetz et al., 2005; Shuman et al., 2006;
Bliek et al., 2008]. Otros estudios han reportado la presentacion de DUPpat11p15.5 en un
paciente con HA 'y TW [Grundy, 1991] y en un gemelo monocigoto con HA [West et al.,
2003].
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1.5.3.3. Correlacion epigenotipo fenotipo en la HA

Los pacientes con hemihiperplasia y la presencia de una o mas caracteristicas del SBW
tienen mayores indices de metilacion en H19 que en KCNQ1OT1 [Bliek et al., 2008]. En
pacientes con HA y defectos en la metilacion del DNA en la region 11p15.5, es méas
frecuente la alteracion del lado izquierdo cuando se presenta hipometilacion en CI2 y
DUPpat11p15.5, mientras que la hemihiperplasia que involucra el lado derecho no se
presenta en este ultimo defecto [Martin et al., 2005]. La distribucion del género en los
pacientes con hemihiperplasia aislada y alteracion epigenética muestra algunas diferencias;
el género femenino es mas afectado (62.5%) cuando se presenta la DUPpat11pl5.5 en
comparacion con la hipometilacion en CI2 donde el 67% de los afectados es del genero
masculino [Shuman et al., 2006]. Se estima una frecuencia de tumor del 20% en pacientes
con HA vy alteracion en el patron de metilacion del DNA en la region 11p15.5, dicha
presentacion es hasta del 50% especificamente cuando se detecta DUPpatllpl5.5 a
diferencia de los pacientes cuyo defecto molecular es la hipometilacion en el C12 [Shuman
et al., 2006].

1.5.3.4. Diagnostico de la HA

No existe un acuerdo en el establecimiento de criterios diagnosticos para HA, sin embargo
cuando el médico se enfrenta con la evaluacion de un paciente con hemihiperplasia es muy
importante diferenciar las formas aisladas de aquellas sindrémicas, ya que los riesgos en la
morbilidad y los protocolos de seguimiento pueden tener diferencias significativas. El
diagndstico diferencial debe incluir: hemimelia tibial (MIM 275220), atrofia hemifacial
(MIM 141300), SBW, sindrome de Sotos (MIM 117550), sindrome de Proteus (MIM
176920), sindrome Simpson-Golabi-Behmel (MIM 312870), sindrome Bannayan-Riley-
Ruvalcaba (MIM 153480), sobrecrecimiento lipomatoso congénito-malformaciones
vasculares-nevos epidérmicos (MIM 612918), Neurofibromatosis tipo 1 (MIM 162200),
sindrome de McCune-Albright (MIM 174800), exostosis mdltiple (MIM 133700),
sindrome de Maffucci (MIM 614569), enfermedad de Ollier (MIM 166000) y Klippel-
Trenaunay-Weber (MIM 149000), deben ser excluidos [Clericuzio y Martin, 2009].
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La HA aislada representa una condicién de sobrecrecimiento corporal asimétrico, cuya
etiologia heterogénea no ha sido completamente estudiada. Entre los mecanismos causantes
propuestos para HA se encuentran las alteraciones en los patrones de metilacion en
regiones improntadas; diversos genes en estos loci, intervienen en procesos normales de
crecimiento y desarrollo por lo que sus alteraciones podrian causar HA. Una de las regiones
mejor descritas que contiene genes improntados con efecto importante en la regulacion del
crecimiento es la regién 11p15.5, como ha sido demostrado por ejemplo en la etiologia del
SSR y SBW. Se ha estudiado escasamente el patron de metilacion del DNA de la regién
11p15.5 en pacientes con HA y en la mayoria de ellos no se ha detectado alteraciones, por
lo que en este trabajo se estudiaron los patrones de metilacion de los centros de control de
impronta 1y 2 en la region 11p15.5 en pacientes con HA para responder a la pregunta de
investigacion: ¢existen alteraciones de los patrones de metilacién de los centros de control

de impronta 1y 2 en 11p15.5 en pacientes mestizos mexicanos con HA?.

3. JUSTIFICACION

No se conocen con precision los mecanismos causantes de HA y si bien la frecuencia de las
alteraciones moleculares puede variar en diferentes poblaciones, determinar el mecanismo
epigenético relacionado con esta condicién en pacientes mestizos mexicanos, permitira
aportar conocimiento que explique su fisiopatologia. El diagnéstico molecular mediante la
determinacion del patron de metilacion del DNA permitird identificar las alteraciones en
esta region que a su vez podrian relacionarse con el aumento en el riesgo de desarrollar
neoplasias de tipo embrionario como el tumor de Wilms o el hepatoblastoma, por lo que el

diagndstico molecular temprano permitiria una mejor vigilancia de los pacientes con HA.
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4. HIPOTESIS

Los pacientes con HA presentaran alteraciones en el patron de metilacion de los centros de

control de impronta 1 0 2 en la region 11p15.5 en sangre periférica.

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Caracterizar el patron de metilacion del DNA en los centros de control de impronta 1y 2 de

la region 11p15.5 en sangre periférica de pacientes con hemihiperplasia aislada.

5.1 Objetivos especificos
» Establecer la frecuencia de las alteraciones en el patron de metilacion de pacientes
con hemihiperplasia aislada.

e Identificar el tipo de alteracion en el patrén de metilacion de pacientes con
hemihiperplasia aislada.

e Analizar la relacion del patron de metilacion y el fenotipo de los pacientes con
hemihiperplasia aislada.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1. Poblacion de estudio

La poblacion de estudio incluyd a todos aquellos pacientes con diagnostico registrado de

HA, quienes fueron identificados a través de tres fuentes principales:

- Departamento de Estadistica y Archivo Clinico del HIMFG mediante la clave de
enfermedad Q18.8 de acuerdo con la Clasificacion Estadistica Internacional de
Enfermedades y Problemas Relacionados con la Salud (CIE-10), correspondiente al
diagndstico de hemihipertrofia faciocorporal.

- Registro de pacientes del Departamento de Genética del HIMFG.

- Consulta de Genética del HIMFG.

Los individuos participantes en este estudio se integraron mediante una muestra de
conveniencia, eligiendo de forma consecutiva a cada individuo accesible con diagnostico

clinico validado de HA.
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6.2. Criterios de seleccion

Criterios de inclusién

» Diagnostico clinico de HA

» Género femenino o masculino

» Edad desde recién nacido hasta adolescente

e Cariotipo con técnica de bandas GTG normal

» Con o sin presencia de neoplasias asociadas

Criterios de exclusién

e Hemihiperplasia y criterios para diagndstico de SBW
* Hemihiperplasia y malformaciones vasculares

» Otros sindromes que incluyan hemihiperplasia

Criterios de eliminacion

» Pacientes y/o familiares que decidieron retirarse del estudio
» Muestras sanguineas o de DNA insuficientes en calidad o cantidad para el analisis

molecular
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6.3. Evaluacion clinica de los pacientes con hemihiperplasia aislada

La evaluacién clinica de los pacientes identificados con diagndstico clinico de HA incluyé
el interrogatorio y la exploracion fisica. De manera particular se tuvo especial cuidado en la
evaluacion de la circunferencia de las extremidades, la cual fue tomada con el paciente de
pie y en decubito dorsal, sobre el didmetro méas amplio de ambas extremidades o a partir de
un punto o6seo fijo. Para la medida de las extremidades toracicas se tom6 como referencia la
mitad del biceps, justo por debajo de la insercion del deltoides. En las extremidades
pélvicas la medicion se efectud sobre la region femoral justo debajo del pliegue gluteo
[Hall et al., 1995].

Los estudios paraclinicos incluyeron el estudio citogenético, ultrasonido abdominal y
ultrasonido renal para todos los pacientes con HA, mientras que el estudio de rayos X y
otros estudios adicionales de imagen requeridos en el seguimiento ortopédico, fueron

aprovechados para su analisis de manera especifica en algunos pacientes.

En todos los pacientes se evaluaron los criterios para excluir el diagndstico de SBW
mediante la hoja de recoleccion de datos para pacientes con HA desarrollada para este fin
(Anexo 1). Todos los pacientes que aceptaron participar en el estudio lo hicieron mediante
firma de carta de consentimiento/asentimiento informado y autorizacién para toma de

fotografias clinicas.

El presente estudio fue parte del protocolo HIM/2012/007 “Implicaciones del patrén de
metilacion en la regién 11p15.5 como mecanismo etiolégico de la Hemihiperplasia
aislada”, el cual fue aprobado por la Direccion de Investigacion y los Comités de
Investigacion, Etica y Bioseguridad del HIMFG, contando con el apoyo econdmico de

Fondos Federales para su realizacion.

o1



6.4. Determinacion del patron de metilacion del DNA en los Cl y nimero de copias de
la region 11p15.5 mediante MS-MLPA

Las muestras de DNA obtenidas a partir de sangre periférica de los pacientes incluidos
fueron analizadas mediante la prueba de MS-MLPA o amplificacion de sondas dependiente
de ligacion multiple sensible a metilacion. Los estudios anteriores se realizaron en el

Laboratorio Genos Médica, Centro Especializado en Genética, México, D.F.

Inicialmente se obtuvieron las muestras de sangre periférica (Anexo 2) y posteriormente se
realizo la extraccion de DNA genémico mediante el método de lisis celular con detergentes
anionicos, utilizando el producto Gentra Puregene Blood de QIAGEN, Hilden/Alemania
(Anexo 3).

La prueba de MS-MLPA se realiz6 con el producto SALSA MS-MLPA MEOQ30-C3
BWS/RSS (MRC-Holland, Amsterdam/Holanda), siguiendo el procedimiento indicado por
el fabricante (Anexo 4). La técnica de MS-MLPA permite la deteccion tanto de cambios en
el nimero de copias como de alteraciones en los niveles de metilacion de mdaltiples
secuencias diferentes en una sola reaccion; una caracteristica de las sondas de MS-MLPA
es que contienen la secuencia GCGC, sitio de reconocimiento por la enzima de restriccion

Hhal. Las sondas utilizadas se detallan en la Tabla 8.
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Tabla 8. Caracteristicas de las sondas empleadas para analisis por MS-MLPA.

Longitud (nt)

Sonda MLPA

Posicion cromosémica

Referencia

11p15.5

Sitio Hhal

64-70-76-82 Fragmentos Q * No
88-92-96 Fragmentos D ~ No
100 Fragmento X No
105 Fragmento Y No
130 - 10925 No
135 H19 CI1 H19DMR Si
141 KCNQ10T1 Cl2 KvDMR Si
148 - 14024 No
154 - 7931 No
160 H19 Regién 5 No
166 KCNQ10T1 Cl2 KvDMR Si
171 IGF2 5" DMRO Si
178 - 9921 No
184 H19 CI1 H19DMR Si
190 H19 Regién 5 No
196 CDKN1C Exén 1b No
202 - 22q11 No
208 - 12q13 No
214 H19 Regién 5 No
221 KCNQ1 Exén 3 No
228 H19 Exon 5 No
238 H19 CI1 H19DMR Si
256 - 17p12 No
266 KCNQ1 Exon 13 No
274 KCNQ10T1 Cl2 KvDMR Si
284 IGF2 Exon 7 No
292 - 3029 No
301 H19 CI1 H19DMR Si
310 - 2024 No
319 NSD1 5935 NSD1 ex6n 24 No
328 KCNQ1 Exén 7 No
337 - 16q22 No
346 CDKN1C Exén 1b Si
355 09153-L.09311 * 8p21 Si
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Longitud (nt) Sonda MLPA Posicion cromosémica Sitio Hhal

Referencia 11p15.5
364 KCNQ1 Exén 8 No
373 KCNQ1 Exon 15 No
383 - 10921 No
393 KCNQ10T1 Cl2 KvDMR Si
400 KCNQ1 Exén 9 No
411 KCNQ1 Exon 17 No
418 NSD1 Exén 22 No
427 - 18g21 No
436 KCNQ1 Exén 2 No
445 CDKN1C Ex6n 3a No
454 H19 Regién 5 No
463 - 2p25 No

* Cantidad de DNA, solo visibles con muestras de <100ng
" Las sefiales bajas indican desnaturalizacion incompleta
" Especifico para el cromosoma X

" Especifico para el cromosoma Y

¥ Control de la digestion

La descripcidn de las sondas especificas para los centros de control de impronta 1y 2, asi
como los resultados esperados del patron de metilacion normal se presentan en las Tablas 9
y 10.
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Tabla 9. Sondas SALSA MS-MLPA ME030-C3 BWS/RSS especificas para el analisis del
centro de control de impronta 1 y del gen IGF2.

Sonda Longitud Gen/ Metilacion Reduccion de sefial NUmero
(nt) Posicion normal en DNA |después de la digestion con | de copias
) Hhal (%)
H19 135 H19 50 50 1
08743-L20532 Corriente arriba
IGF2 171 IGF2 0 100 1
06269-L.20841 Exon 4
H19 184 H19 50 50 1
14063-L08764 Corriente arriba
H19 238 H19 50 50 1
14792-1.16503 Exon 1
H19 301 H19 50 50 1
06266-L05772 Exon 1

Tabla 10. Sondas SALSA MS-MLPA MEO030-C3 BWS/RSS especificas para el analisis
del centro de control de impronta 2 y del gen CDKN1C.

Sonda Longitud Gen/ Metilacion Reduccion de sefial NUmero
(nt) Posicion normal en DNA |después de la digestion con | de copias
) Hhal (%)
KCNQ10T1 141 KCNQ10T1 50 50 1
07173-L19191 Exén 1
KCNQ10T1 166 KCNQ10T1 50 50 1
06276-L05782 Exén 1
KCNQ10T1 274 KCNQ10T1 50 50 1
16654-1.19204 Exén 1
CDKN1C 346 CDKN1C 10 90 1
15054-1.18042 Exén 1b
KCNQ10T1 393 KCNQ10T1 50 50 1
16654-1.19204 Exén 1
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6.5. Analisis de resultados clinicos

El anélisis clinico de los pacientes incluyendo las variables de edad, género, asi como el
tipo y lateralidad de la hemihiperplasia se realizd mediante estadistica descriptiva con el
programa IBM SPSS Statistics 19.

6.6. Analisis de resultados moleculares

Determinacién del nimero de copias

El andlisis de los resultados de MS-MLPA se realizé mediante el programa Coffalyzer.NET

(MRC-Holland, Amsterdam/Holanda) incluyendo dos pasos de normalizacién:

» Normalizacion intramuestra: dentro de cada muestra (digerida y no digerida), se
compararon los picos de las sondas para los genes diana contra los picos de las
sondas de referencia (sondas que detectan secuencias esperadas para tener un
numero de copias normal en todas las muestras). Se dividio la sefial de cada sonda
entre la sefial de cada sonda de referencia en la muestra, lo que generd tantos indices
por sonda como el nimero de sondas de referencia. Posteriormente, la media de

todos los indices se tomo como el valor de la constante de normalizacion (CN).

e Normalizacion intermuestra: Se comparé el patrén de picos de la muestra de DNA
de interés contra las muestras de DNA de referencia (muestras derivadas de
individuos sanos esperadas para tener un nimero de copias y estado de metilacion
normal para las regiones de interés). De esta forma, el indice final para una sonda o

coeficiente de dosis (CD) se calculé de la siguiente manera:
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CN para la sonda n en una muestra de estudio no digerida A

CN promedio para la sonda n en las muestras de referencia no digeridas X, Yy Z

Un CD anormal puede indicar una delecion o duplicacion de la sonda diana MLPA. Para un
analisis confiable, el CD para las muestras de referencia y de estudio debe ser entre 0.85 y
1.15 con una desviacién estandar de todas las sondas y de las sondas de referencia <0.10.
Cuando se retinen estos criterios, los CD son utilizados como un indicador para identificar

anormalidades en el nimero de copias.

Determinacion del patron de metilacion

Para determinar el patrén de metilacion de cada sonda MS-MLPA se compard el patron de
picos de cada muestra de DNA digerida contra la muestra no digerida correspondiente. El
porcentaje de metilacion por sonda fue calculado como sigue:

CN para la sonda n MS-MLPA en una muestra de estudio digerida A
% de MetilaCion = —-m-mmmmm oo e x 100

CN para la sonda n MS-MLPA en una muestra de estudio no digerida A

El patron de metilacion de una muestra de estudio fue determinado al comparar los
porcentajes de metilacion de la sonda en la muestra de estudio contra los porcentajes de las
muestras de referencia (muestras derivadas de individuos sanos esperadas para tener un
nimero de copias y estado de metilacion normal para las regiones de interés). De esta
forma, se identificaron las diferencias en el patron de metilacion entre la muestra de interés

y las muestras de referencia.

La metodologia descrita se presenta en la Figura 12.
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Figura 12. Diagrama de flujo de material y métodos para el andlisis de alteraciones en
el patron de metilacion de pacientes con HA.
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7. RESULTADOS

7.1. Resultados clinicos de los pacientes con HA

Se identificaron 26 pacientes con diagnostico de HA quienes cumplian con los criterios de
seleccidn para el estudio en los registros hospitalarios. Sélo fue posible realizar el estudio

molecular a 9 pacientes cuyas caracteristicas clinicas se describen a continuacién:

En relacion a los antecedentes heredofamiliares, al interrogatorio no se encontraron
antecedentes de HA o condiciones asociadas a ésta y todos los pacientes se presentaron

como casos esporadicos en la familia.

Paciente H1

Preescolar masculino de 3 afios 8 meses de edad con peso 13.5kg (p10) y talla 95cm (p10).
El fenotipo caracterizado por hemihiperplasia compleja derecha y mancha café con leche en
torax. Antecedente de prematurez, nacié via abdominal a las 36.5 semanas de gestacion
(sdg) por cesarea iterativa, Apgar 8/9, peso 2,250g (p10-50) y talla 47cm (p50).

Paciente H2

Adolescente femenino de 12 afios 11 meses de edad, peso 44.1kg (p25-50), talla 150cm
(p25), con fenotipo caracterizado por hemihiperplasia simple que afectaba la extremidad
toracica derecha, con hipertrofia de grupos musculares en mano derecha y antecedente de
pie plano durante la infancia. Nacié via abdominal a las 40sdg secundario a posicion
transversa, peso 3kg (p10-25), talla 50cm (p50) y Apgar 8/9.
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Paciente H3

Lactante mayor masculino de 1 afio 5 meses de edad con peso 10kg (pl10) y talla 78cm
(p25). Fenotipo caracterizado por hemihiperplasia simple que afectaba la extremidad
tordcica derecha. Nacimiento a las 40sdg via abdominal por sufrimiento fetal agudo, Apgar
5/8, peso 2,460g (p<b), talla 49cm (p25-50) y egreso sin complicaciones.

Paciente H4

Lactante mayor femenino de 1 afio 3 meses de edad, peso 10kg (p25-50) y talla 77cm
(p50). Fenotipo caracterizado por hemihiperplasia compleja y asimetria renal izquierda,
ambas afectando el lado izquierdo. Antecedente de parto eutdcico a las 40sdg, Apgar 8/9,
peso 3,589¢g (p50) y talla 53cm (p75).

Paciente H5

Preescolar femenino de 4 afios 2 meses de edad, peso 18kg (p75) y talla 112cm (p50).
Fenotipo caracterizado por hemihiperplasia compleja izquierda, mancha café con leche en
extremidad pélvica izquierda y antecedente de tratamiento para displasia del desarrollo de
la cadera bilateral sin complicaciones. Naci6 por parto eutocico a las 39sdg, Apgar 8/9,
peso 3,650g (p50-75) y talla 48cm (p25).

Paciente H6

Adolescente femenino de 17 afios 10 meses de edad, peso 50.3kg (p25) y talla 159cm
(p25). Fenotipo caracterizado por hemihiperplasia compleja izquierda y antecedente de
tratamiento para displasia del desarrollo de la cadera bilateral sin complicaciones.
Antecedente de parto eutdcico a las 38sdg, peso 2,500g (p5), se desconocia Apgar y talla,

pero se referia sin complicaciones al nacimiento.
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Paciente H7

Lactante mayor femenino de 1 afio 2 meses de edad, peso 10.3kg (p50) y talla 79cm (p75-
90). Fenotipo caracterizado por hemihiperplasia compleja derecha y mancha café con leche
en extremidad peélvica izquierda, sin otras caracteristicas asociadas. Nacimiento via cesarea
a las 38sdg por sangrado transvaginal, llord y respiro al nacer, Apgar 8/9, peso 2,720g (p5-
10) y talla 49cm (p50).

Paciente H8

Lactante menor masculino de 10 meses de edad, peso 9.6kg (p50) y talla 72cm (p25-50).
Fenotipo caracterizado por hemihiperplasia simple que afectaba la extremidad pélvica
izquierda y dolicocefalia como caracteristica asociada. Antecedente de nacimiento via
abdominal por falta de progresion en trabajo de parto a las 40sdg, Apgar 7/8, peso 3,800g
(p50-75) y talla 50cm (p50).

Paciente H9

Lactante mayor femenino de 1 afio 1 mes de edad, peso 9.8kg (p50) y talla 75cm (p50).

Fenotipo caracterizado por hemihiperplasia compleja izquierda, sin otras caracteristicas

asociadas. Antecedente de nacimiento via abdominal por falta de progresion en trabajo de
parto a las 39sdg, Apgar 8/9, peso 3,200g (p50) y talla 50cm (p50-75).
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El resumen de las caracteristicas clinicas se presenta en la Tabla 11 y Figura 13.

Tabla 11. Fenotipo de los pacientes con HA analizados molecularmente.

Tipo ETD/ETI EPD/EPI Otros hallazgos
Paciente | Sexo Edad |(regién) Lado [Asimetria]* [Asimetria]*

(cm) (cm)

H1 M [3a C D |15.4/14 26.2/25 Prematurez, mancha café con
8m [1.4] [1.2] leche en térax
H2 F |12a | S(ET) D |24.5/23 47.5/47.5 Pie plano, hipertrofia de grupos
11m [1.5] [0] musculares en mano derecha
H3 M |la S(ET) | D |15.5/14 23/23 N
5m [1.5] [0]
H4 F |la C I |13/15.3 23/25 Asimetria renal izquierda
3m [2.3] [2]
H5 F |4a C I |16.5/17.5 29.5/33 DDC bilateral, Mancha café con
2m [1] [3.5] leche en EPI
H6 F |17a C I |14.6/15.6 40.4/41.5 DDC izquierda
10m [1] [1.1]
H7 F |la C D |15/14 24/23 Mancha café con leche en EPI
2m [1] [1]
H8 M |10m | S(EP) | 14.5/14.5 24/25 Dolicocefalia
[0] [1]
H9 F |la C | 14/15 23/28 N
im [1] [5]

F: femenino, M: masculino, a: afios, m: meses, C: compleja, S: simple, ET: extremidad
toracica, EP: extremidad pélvica, D: derecha, I: izquierda, *Asimetria: diametro
comparativo entre extremidades, cm: centimetros, DDC: displasia del desarrollo de la
cadera, N: ninguno.
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Figura 13. Fenotipo de los pacientes con hemihiperplasia aislada. Se indica con flechas

la region afectada. a) H1: facial derecha, b) H3: extremidad toracica derecha, ¢) H4:
extremidad pélvica izquierda, d) H5: extremidad pélvica izquierda, e) H7: extremidad

pélvica derecha y f) H8: extremidad pélvica derecha.
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Antecedentes Perinatales. Todos los pacientes estudiados tuvieron control perinatal

adecuado y un embarazo con evolucion normal. No se detectaron complicaciones al
nacimiento y solo el paciente H1 tuvo el antecedente de prematurez. La macrosomia no se

presentd y dos pacientes, H3 y H6, mostraron peso bajo al nacimiento (Tabla 12).

Tabla 12. Peso al nacimiento de los pacientes con HA analizados molecularmente.

| Paciente | Peso(g) Percentil  Sexo Nacimiento
H1 2,250 |10-50 M Prematuro

H2 3,000 |10-25 F De término

H3 2,460 |<5 M De término

H4 3,589 |50 F De término

H5 3,650 |50-75 F De término

H6 2,500 |<5 F De término

H7 2,720 |5-10 F De término

H8 3,800 |50-75 M De término

H9 3,200 |50 F De término
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Edad. El rango de edad en los pacientes fue entre 10 meses y 17 afios con una media de 2
afios 2 meses. La edad al diagnostico se presentd en la etapa de lactante en 5 pacientes,

seguido de preescolares y adolescentes en igual proporcion (Grafica 1y Tabla 10).

Grupo etario

M Lactante M Preescolar ™ Adolescente

Gréfica 1. Grupo etario de los pacientes con HA.

Género. Se inluyeron a 6 pacientes femeninos (67%) y 3 pacientes masculinos (33%)
(Gréfica 2 y Tabla 10).

Distribucion por género

B Masculino ®Femenino

Gréfica 2. Distribucion por género de los pacientes con HA.
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Lateralidad. En relacion a la presentacion del fenotipo y el lado afectado, se presentaron 5
casos de hemihiperplasia izquierda y 4 casos con lateralidad derecha (Gréafica 3 y Tabla
10).

Lateralidad de la hemihiperplasia

B Derecha ®Izquierda

Gréfica 3. Presentacion fenotipica segun lateralidad.

Clasificacion. ElI 67% (n=6) de los pacientes presentd hemihiperplasia en su forma
compleja y 3 pacientes (33%) tuvieron HA simple (Grafica 4 y Tabla 10).

Clasificacion de la HA

HSimple ®Compleja

Gréfica 4. Clasificacion de la hemihiperplasia en los pacientes con HA.
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Otros hallazgos clinicos. Se presentaron otros datos clinicos asociados a la hemihiperplasia

en 67% de los pacientes. La caracteristica mas frecuente fue la presencia de una sola
mancha café con leche en 3 pacientes. El antecedente de displasia del desarrollo de la
cadera se presentd en dos pacientes, pie plano en una adolescente y dolicocefalia en un
paciente lactante (Tabla 11).

Estudios de laboratorio y gabinete. Dentro de los estudios realizados a los pacientes con

HA, el estudio citogenético con bandas GTG en sangre periférica fue normal en todos los
pacientes, mientras que en el ultrasonido abdominal y renal solo el paciente H4 presento
asimetria renal izquierda. El paciente H1 presentd una diferencia de longitud radioldgica de
23mm en extremidad pélvica derecha respecto a la izquierda. Mediante el estudio de
resonancia magnética se detect6 hipertrofia de grupos musculares de mano derecha en el
paciente H2. Un aumento de longitud de 15mm en la extremidad torécica izquierda y
acortamiento radioldgico de 5mm en la extremidad pélvica derecha fueron detectados en

H4 y H9, respectivamente.
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7.2. Resultados del patron de metilacién del DNA en los Cl y nimero de copias de la

region 11p15.5

Un total de 9 muestras provenientes de pacientes con HA y 2 muestras de controles sanos
(femenino y masculino no afectados con HA) fueron analizadas por MS-MLPA para la
identificacion del nimero de copias y patron de metilacién del DNA en la region 11p15.5.

Se utiliz6 una muestra de control tanto masculino como femenino, cuyos resultados en
relacion al numero de copias y el patron de metilacion se muestran como referencia para el
analisis de los estudios en los pacientes incluidos. En estos controles se observa un nimero
de copias normal y la reduccidn esperada en las sefiales de las sondas: 135, 141, 166, 184,
238, 274, 301, 346 y 393, compatible con patrén de metilacion normal. La sefial de la sonda
171 se mantuvo constantemente baja debido al estado normal no metilado del gen IGF2,
mientras que la ausencia de sefial en la sonda 355 asegurd una adecuada reaccion de

digestion mediante Hhal (Figura 14).
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Figura 14. Patrén de sefiales MS-MLPA para region 11p15.5 en una muestra control sin

HA. a) Reaccion de ligacion, se observa un nimero de copias normal. b) Reaccion de

ligacidn-digestion con Hhal. Flechas negras: sondas para Cl1, flechas azules: sondas para

ClI2, flecha roja: IGF2, flecha verde: CDKN1C, asterisco: control de digestion.
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Los resultados del analisis molecular de cada paciente se describen en la Tabla 13 y Figuras
15-23. Todos los pacientes estudiados mostraron un nimero de copias normal. El patron de
metilacion del DNA en CI1 y CI2 resultd normal en el 78% (n=7) de los pacientes y se
encontraron defectos en la metilacion en 2 pacientes (22%). Los pacientes H1, H2, H3, H6,
H7, H8 y H9 presentaron un patron de metilacion normal (Figuras 15-17 y 20-23), mientras
que en los pacientes H4 y H5 se detectd un patron de metilacién alterado que correspondio
a ganancia de metilacion del DNA en el CI1 de la regidén 11p15.5. Lo anterior se demostro
con la ausencia en la disminucion de la sefial para las sondas 135, 184, 248 y 301 (Figuras
18y 19).

Tabla 13. Patrén de metilacion del DNA en la regién 11p15.5 y nimero de copias en
pacientes con hemihiperplasia aislada.

Paciente Patron de metilacion del ~ Patrdn de metilacion NuUmero de copias

DNAenCl 1 del DNAenCl 2
H1l N N N
H2 N N N
H3 N N N
H4 Ganancia de metilacion N N
H5 Ganancia de metilacion N N
H6 N N N
H7 N N N
H8 N N N
H9 N N N

CI1: centro de control de impronta 1, CI2: centro de control de impronta 2, N: Normal.

70



[ HH

[bwHH] =211

S D Bouaa ey —_—l
drrgLH — b
BESDLMNHAD = ot

THIM DM —— 9

SIrD Uy
£ SN

217 LONDH
6 LENIH
[iw HH] 41 1-LLO 1O DY
WD BOURIEE Y@
S 1-LENOY

S LONIN
* B [LwHH] 1-z0053
(Lo HH a1 2N MO D

il ualalay

—
———— it

—_—l

—0w
l..llmﬁ*

—
— e
—— b

— o
—_— o €

£ LN
2oL ASH —— 1]
<D B0UaELEY & —————l ic
[bwHH] FBLH —_— -
HUEESIEEEN] — e
22491 ——l
O LLO LONIH 2
£ LI — o
WD BouasEEy ——
Bz HH] 16 LH 8= 852 G
E g
E-LONIH — i
drrGLH ———
M= -T=T =N 20
D A Ey — e
LD LNHAD @ 281
dregLH —— 6L
[iwHHldn-6LH S———
D suaIay — i
[¥7 HH] 2491 0 €=

[VgHH] 8211 LLO LENDY
VELH
(D F0UI3LIYH @

AL TN

LLOLDN O
[ HHl dregLH

YWD B0URIE Y B

(A5 1EALN ——-g0l
(0] F-LOWy =00l
(aaldrreHdr ———1-05
(BIT p-a171 —70
(3d) 1 LD ———a
T T T T
g2 8 g8 3 °
a8 = =
© nay

/D :UAIBEH S ——
dregLH — -tk

BE-DINMAD — Ot

[ daliy] — o

LU0 eaualaay -
2 HOEN Bl
21 LB DA —lr

& HONDH ——r
[B7HHD 821 L LO LOND Y — e -

LD 2oualaay @

SL LRI

2 HONIH

HUEESIDEERE

—_— e
5

¥ | sse
LU HH] 812 LR @t e
——— >

LTLONIH

PELASN
WD souBIEEY B

—_— e
[ HHD 16 LH —
e

L AU Ey

5=

FarLial)

(1w HH] &3 L1 1O LN DY

— =

S HINDH

WD EuaIEay

[VHH L-BLH —_—
SELH %
£ LEBINDN =
drrgLH —_— L fl7
LD BoUAIY AN e — e
<D aauslIaay 8 —
A-DINANGD @l
dirg | HE .8
[WoHH] dn LH — e €=
Wi RauRgR Y aun
~:¢
[wHHD 821 - LLO LN 2 e
16 LH —_—
T =TT LT 5l
WD Eaualaey &l

[PPHH H2F 1 LLO LBND M

[1wHH] dn-BLH = =
WD BauRgE Yy (=8
(oA 5IA LD — ok
(2X) - LOW "
() dr-g Hdr e
() p-a1l ———
(aa) bW D@ =

260—|
2000—{
1500 —|

ndy

1000—|
500
[

Figura 15. Patron de sefiales MS-MLPA para regién 11p15.5 en muestra de paciente H1.

a) Reaccion de ligacion, se observa un numero de copias normal. b) Reaccion de ligacion-

digestion con Hhal, se observa la reduccion normal en las sefiales esperadas, compatible

con patron de metilacion normal.
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Figura 16. Patron de sefiales MS-MLPA para regién 11p15.5 en muestra de paciente H2.

a) Reaccion de ligacion, se observa un namero de copias normal. b) Reaccion de ligacion-

digestion con Hhal, se observa la reduccion normal en las sefiales esperadas, compatible

con patron de metilacion normal.
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Figura 17. Patron de sefiales MS-MLPA para regién 11p15.5 en muestra de paciente H3.

a) Reaccion de ligacidon, se observa un numero de copias normal. b) Reaccion de ligacion-

digestion con Hhal, se observa la reduccion normal en las sefiales esperadas, compatible

con patron de metilacion normal.
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Figura 18. Patron de sefiales MS-MLPA para regién 11p15.5 en muestra de paciente H4.

a) Reaccion de ligacion, se observa un namero de copias normal. b) Reaccion de ligacion-

digestion con Hhal, ausencia de la reduccién normal en las sefiales esperadas de las sondas

135, 184, 238 y 301 (flechas negras), compatible con ganancia de metilacién en CI1.
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Figura 19. Patron de sefiales MS-MLPA para regién 11p15.5 en muestra de paciente H5.

a) Reaccion de ligacion, se observa un namero de copias normal. b) Reaccion de ligacion-

digestion con Hhal, ausencia de la reduccién normal en las sefiales esperadas de las sondas

135, 184, 238 y 301 (flechas negras), compatible con ganancia de metilacién en CI1.
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Figura 20. Patron de sefiales MS-MLPA para regién 11p15.5 en muestra de paciente H6.

a) Reaccion de ligacion, se observa un nimero de copias normal. b) Reaccion de ligacion-

digestion con Hhal, se observa la reduccién normal en las sefiales esperadas, compatible

con patrén de metilacion normal.
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Figura 21. Patron de sefiales MS-MLPA para regién 11p15.5 en muestra de paciente H7.

a) Reaccion de ligacion, se observa un namero de copias normal. b) Reaccion de ligacion-

digestion con Hhal, se observa la reduccion normal en las sefiales esperadas, compatible

con patron de metilacion normal.
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Figura 22. Patron de sefiales MS-MLPA para regién 11p15.5 en muestra de paciente H8.

a) Reaccion de ligacion, se observa un nimero de copias normal. b) Reaccion de ligacion-

digestion con Hhal, se observa la reduccion normal en las sefiales esperadas, compatible

con patron de metilacion normal.
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Figura 23. Patron de sefiales MS-MLPA para regién 11p15.5 en muestra de paciente H9.

a) Reaccion de ligacion, se observa un namero de copias normal. b) Reaccion de ligacion-

digestion con Hhal, se observa la reduccion normal en las sefiales esperadas, compatible

con patron de metilacion normal.
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8. DISCUSION

En el presente trabajo se identificaron un total de 26 pacientes con diagnostico de
hemihiperplasia aislada, lo que representa un 0.4% de la solicitud de consulta para el
departamento de Genética del HIMFG vy del 0.08% para el HIMFG. En relacién a esta
frecuencia, estudios epidemioldgicos han demostrado que la HA tiene una incidencia de
1:86,000 recién nacidos vivos [Tomooka, 1988]. Los datos anteriores reflejan una
frecuencia baja de la enfermedad que puede explicarse por ser una condicion rara 0
probablemente ser atribuida al subdiagndstico. Entre los factores para este ultimo se incluye
la hemihiperplasia leve, situacion que resulta dificil en su valoracion clinica; la edad
temprana que no permite la valoracion clinica adecuada; la ausencia de complicaciones

clinicas o limitacion en la funcién y el desconocimiento de la enfermedad, entre otros.

La presentacion de HA usualmente es esporadica, pero se han descrito algunos casos de
presentacion familiar incluyendo 6 casos de generaciones sucesivas afectadas [Fraumeni et
al., 1967], una familia de tres hijos con tumor de Wilms y madre con hemihiperplasia
[Meadows et al., 1974], un caso de gemelos monocigoéticos discordantes para el fenotipo de
hemihiperplasia [West et al., 2003] y una familia en la cual el propoésito presentaba
hemihiperplasia en torax izquierdo y su madre con sobrecrecimiento en extremidad pélvica
izquierda [Slavotinek et al., 2003]. De particular interés es el caso de tres primos maternos
afectados, sus madres no afectadas y su abuelo materno afectado [Heilstedt y Bacino,
2004], sugiriendo una patrén de herencia similar al presentado en los mecanismos de

impronta.

En nuestros casos no se identificaron antecedentes heredofamiliares relevantes ni
relacionados con HA. La ausencia de antecedentes heredofamiliares puede explicarse tanto
por la presencia de alteraciones genéticas y/o epigenéticas de novo, asi como por la falta del
reconocimiento diagnéstico en generaciones anteriores. En relacion a esta ultima situacion,
durante la evaluacion clinica de los pacientes estudiados, se descart6 el diagndstico de HA
en aquellos padres que acudian a la consulta, sin embargo no fue posible establecerlo en la
totalidad de ambos padres 0 en miembros de otras generaciones.
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En relacién a la edad, la mayoria de los pacientes con HA se encontraban en la etapa de
lactante representando el 56%, seguido por preescolares y adolescentes en igual proporcién.
La edad a la cual se realizd el diagndstico fue entre las etapas de lactante y preescolar para
todos los casos. Realizar el diagnéstico precoz de la HA es de suma importancia debido al
riesgo incrementado de la presenteacion de tumores de tipo embrionario, ya que de esta

manera se realiza una mejor vigilancia y segumiento de los casos.

El presente trabajo incluyo el estudio clinico de 9 pacientes con HA determindndose que la
presentacion en el género femenino tiene cierto predominio, ya que el 67% de los afectados
fueron mujeres, lo que representa una relacion 2:1. Lo anterior es similar a lo reportado en
la literatura con relaciones hasta de 6:1 entre mujeres y hombres afectados [Shuman et al.,
2006; Bliek et al., 2008].

La hemihiperplasia afecté el lado izquierdo con una frecuencia ligeramente superior al
presentarse en 5 de los 9 pacientes. En un estudio previo en el que se incluyeron 8 pacientes
con HA, el lado izquierdo fue el mas afectado con frecuencia del 75% [Martin et al., 2005].
También se reporté que 8 de 11 individuos no relacionados con hemihipertrofia idiopatica
congeénita tenian afectado el lado izquierdo [Viljoen et al., 1984]. En otro reporte, esta
proporcion permanecid en igualdad para 40 pacientes [Bliek et al., 2008]. A pesar de la
clasificacion de hemihiperplasia, en los reportes de pacientes con HA no se detalla la
proporcion de la misma, pero en nuestro estudio la mayoria de los casos presento la forma
compleja de HA (78%). Se ha propuesto que la extension de la hemihiperplasia (simple y
compleja) y el lado afectado (derecho e izquierdo) en los patrones anormales de
crecimiento pueden ser considerados como el significado clinico del mosaicismo genético
[Hall, 2005].
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Las diferencias en la asimetria corporal reportadas para algunos pacientes tienen un rango
de 0.5 a 4cm [Bliek et al., 2008] y de 1 a 6¢cm en otros reportes [Stoll et al., 1993]. En este
estudio, la asimetria encontrada en los pacientes con HA fue de 0.5 a 5¢cm. El grado de
hemihiperplasia es dificil establecerlo debido a la asimetria corporal relativa en los seres
humanos y también a que las diferencias entre las regiones corporales normales e

hiperplésicas en pacientes con HA varian a lo largo de la vida.

Como hallazgos asociados a la hemihiperplasia en los pacientes incluidos en nuestro
estudio, se encontraron manchas café con leche Unicas, dolicocefalia, displasia del
desarrollo de la cadera (DDC) y pie plano. En relacion a lo anterior, cabe mencionar que los
pacientes con HA reportados en la literatura no presentan la hemihiperplasia estrictamente
aislada, ya que se ha reportado una amplia heterogeneidad clinica que sin embargo no da
alteraciones de tipo sindromico identificable [Dalal et al., 2006; Shuman et al., 2006; Bliek
et al., 2008; Demir et al., 2008; Zarate et al., 2009; Motafoglu et al., 2010; Dempsey et al.,
2012; Kalish et al., 2013].

Por otra parte, de manera estricta ningin paciente en el estudio reunio criterios clinicos para
el diagndstico de SBW, los cuales establecen la presencia de tres criterios mayores o dos
mayores y uno menor [Weksberg et al., 2010]. El paciente H4 adicionalmente presento
asimetria renal izquierda, caso que algunos han considerado una “forma frustrada” o
“microforma” del SBW, debido a la presentacion de hemiperplasia asociada a otra
caracteristica del sindrome, pero sin que se reunan los criterios para el mismo [Sotelo-Avila
et al., 1980; Choufani et al., 2010]. Uno de los criterios menores en el SBW relacionado
con el embarazo se trata de la prematurez [Weksberg et al., 2010], dato que se presentd en
el paciente H1 acompafiado de peso y talla normal para la edad gestacional, una sola
mancha café con leche y talla postnatal normal limitrofe. Entre los principales criterios
mayores para SBW se encuentra la macrosomia [Weksberg et al., 2010], antecedente
ausente en todos los pacientes y que por el contrario los pacientes H3 y H6 presentaron
peso bajo al nacimiento. Este ultimo se utiliza como criterio mayor para el SSR
[Eggermann, 2010], sin embargo en los pacientes mencionados el crecimiento postnatal fue
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normal y no se presentaron criterios adicionales a la asimetria corporal y de extremidades

para establecer un diagndstico de SSR.

Es bien conocido que la HA se puede acompafar de asimetria visceral a expensas de
crecimiento de un 6rgano intraabdominal principalmente [Hoyme et al., 1998]. Solamente
en un paciente se detectd asimetria renal izquierda consistente con la lateralidad de la
hemihiperplasia faciocorporal que presentd. En relaciéon al estudio citogenético, no se
presentaron alteraciones en el cariotipo y solo un polimorfismo del cromosoma Y fue
observado en un paciente. Esta situacion es similar a la reportada en la literatura ya que no
se han encontrado alteraciones citogenéticas en los pacientes con HA [Niemitz et al., 2005;
Shuman et al., 2006; Bliek et al., 2008]

En relacién al estudio del nimero de copias en la region 11p15.5, todos los pacientes
analizados presentaron un numero de copias normal, situacion que descarta como
mecanismo etioldgico a las deleciones/duplicaciones exclusivamente dentro de la regién
11p15.5, asi como de las secuencias diana. El estudio de nimero de copias no ha sido
realizado en pacientes con HA, sin embargo su resultado ha sido normal al estudiar la
regién 11p15.5 en SBW, una condicién que incluye hemihiperplasia en su fenotipo [Priolo
et al., 2008].

El estudio del patron de metilacion del DNA en los centros del control de impronta 1y 2 en
la region 11p15.5 analizado mediante MS-MLPA en este trabajo, demostro que el 22%
(n=2) de los pacientes con HA tenia alteraciones del estado de metilacion. La frecuencia
anterior es mayor a la que se reporta en estudios previos del 10% (Tabla 14). [Gaston et al.,
2001; Martin et al., 2005; Niemitz et al., 2005; Shuman et al., 2006; Bliek et al., 2008].
Ademas, los dos casos con defecto en la metilacién del DNA se caracterizaron por ganancia
de metilacion materna en CI1, alteracion con menor frecuencia de presentacion reportada
en la literatura (3%) [Martin et al., 2005; Niemitz et al., 2005; Bliek et al., 2008]. Estas
observaciones podrian ser explicadas en parte por el numero reducido de pacientes

estudiados.
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Tabla 14. Frecuencia y tipo de alteraciones moleculares descritas en la region 11p15.5 de

pacientes con hemihiperplasia aislada

NUmero Tejido de estudio ‘ Resultados Referencia
pacientes DUPpat  GMMCIL PMMCI2 ~Sin defecto
9 Sangre 0 0 1(11) 8 (89) [57]
15 Sangre 2 (13) 1(7) 0 12 (80) [113]
27 Sangre 3(11) 1(4) 7 (26) 16 (60) [105]
51 Sangre, fibroblastos, tumor | 8 (16) 0 3 (6) 40 (78) [133]
47 Sangre 8 (17) 3(6) 1(2) 35 (75) [15]
9 Sangre 0 2(22) 0 7(78) | Presente
estudio

DUPpat: disomia uniparental paterna, PMM: pérdida de metilacion materna, GMM:
ganancia de metilacion materna, CI1: centro de control de impronta 1, CI2: centro de
control de impronta 2.

La correlacion epigenotipo fenotipo resulto interesante tanto para pacientes con defecto en
el patron de metilacion, asi como para aquellos con metilacion normal. Por una parte, la
distribucion entre mujeres y hombres afectados con hemihiperplasia aislada y alteracién
molecular muestra diferencias, ya que el género femenino es méas frecuentemente afectado
cuando se presenta la DUPpat11p15.5 en comparacién con la hipometilacion en CI2 donde
el 67% de los afectados son hombres [Shuman et al., 2006].

La mayoria de los 7 pacientes con HA y patrén de metilacion normal tuvo una diferencia en
asimetria de extremidades <2 cm, excepto el paciente H9 quién present6 la mayor asimetria
(5cm) en la forma compleja de HA, sin embargo no se encontré alteracién en el patron de
metilacion. Esta situacion podria explicarse por el fendmeno de mosaicismo, tal y como se
ha reportado en algunos casos de HA sin defecto molecular en sangre periférica, pero con la
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presencia de DUP en el tejido hiperplasico [Shuman et al., 2006]. Otra explicacion podria
ser la presencia de un mecanismo genético o epigenético no detectado mediante este
estudio. En el analisis de tejidos mediante MLPA, existe la posibilidad de que la presencia
de mosaicismo no pueda ser detectada, ya que la cantidad de células normales puede ser
mayor a la proporcion de células anormales [Stuppia et al., 2012].

Los pacientes H4 y H5 con ganancia de metilacibn materna en CI1 presentaron HA
compleja izquierda y asimetria considerable de hasta 3.5cm. Esto difiere de lo reportado, ya
que el lado izquierdo fue el méas frecuentemente afectado al presentarse hipometilacion en
ClI2 y DUPpat11p15.5 [Martin et al., 2005].

Adicionalmente, en el paciente H4 se detectd asimetria renal izquierda, dato que concuerda
con lo reportado ya que los pacientes con hemihiperplasia y presencia de una 0 mas
caracteristicas del SBW tienen mayores indices de metilacion en el CI1 comparado con el
CI2 [Bliek et al., 2008]. Al respecto, hasta un 11% de los pacientes con HA y defectos en el
patron de metilacion en la region 11pl15.5 presentan alteraciones a nivel renal,
principalmente nefromegalia [Bliek et al., 2008]. Este hallazgo es de suma importancia en
el presente caso debido al riesgo elevado de tumor de Wilms y edad del paciente (1 afio 3

meses), motivo por el cual la vigilancia estrecha en el mismo se establecié como prioritaria.

La proliferaciéon celular anormal en pacientes con HA probablemente sea la causa del
incremento en el riesgo de tumores de tipo embrionario como tumor de Wilms o
hepatoblastoma, ya que se ha estimado una incidencia de 5.9% comparado con 0.17% en
poblacién general [Hoyme et al., 1998]. Durante la realizacion del estudio y el seguimiento
por 2 afios no se presentd ningun caso de neoplasia en los pacientes, sin embargo la
mayoria se encontraba entre la etapa de lactante y preescolar, considerando que con mayor
frecuencia los tumores se presentan antes de los 10 afios de edad [Hoyme et al., 1998] e
incluso se ha reportado la deteccion de feocromocitoma asociado a HA en la etapa
adolescente (Van den Akker et al., 2002].
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Al realizar la correlacion epigenotipo fenotipo, se ha estimado una frecuencia de tumor del
20% en pacientes con HA y alteracion en el patrén de metilacion del DNA en la region
11p15.5, lo cual se incrementa hasta el 50% especificamente cuando se detecta
DUPpat11p15.5 a diferencia de los pacientes cuyo defecto molecular es la hipometilacion
en el CI2 [Shuman et al., 2006]. Los dos pacientes con ganancia de metilacion del DNA en
el CI1 no presentaron neoplasia, sin embargo no se excluye este riesgo ya que en SBW,
condicion que comparte caracteristicas clinicas y moleculares con HA, el tumor de Wilms y
hepatoblastoma se presenta con mayor frecuencia en los casos de ganancia de metilacion en
ClI1 y DUPpat11p15.5, ademé&s de que la penetrancia varia con la edad de los pacientes
[Choufani et al., 2010].

Dada la distribucion en mosaico para la DUP11p15.5, se han analizado otros tejidos como
fibroblastos y tejido tumoral; el rango de mosaicismo reportado fue de 28 a 89% [Shuman
et al., 2006]. Ademas, en pacientes con HA sin defecto molecular identificado se han
presentado neoplasias de tipo embrionario principalmente tumor de Wilms [Shuman et al.,
2006]. Bajo estas circunstancias, el no detectar alteracién de metilacion del DNA en sangre
periférica, obliga al estudio de otros tejidos y la vigilancia del paciente por el riesgo
potencial de neoplasias.

Se ha propuesto un protocolo de vigilancia de neoplasias incluyendo la revision médica
cada 6 a 12 meses y ultrasonido cada 3 meses hasta los 6 afios y cada 6 meses hasta la
pubertad [Hoyme et al., 1998]. Esta situacién es una informacion fundamental para el
asesoramiento genético en casos de HA, pero ademas se debe considerar que la evaluacién
clinica especifica para cada paciente es impresindible en la atencién integral del paciente.
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9. CONCLUSIONES

En el presente estudio se caracterizé el patron de metilacion del DNA en los centros de
control de la impronta 1 y 2 de la region 11p15.5 en sangre periférica de 9 pacientes

mestizos mexicanos con hemihiperplasia aislada mediante la técnica de MS-MLPA.

Este analisis demostrd que no hay variaciones en el nimero de copias de la region bajo

estudio en este grupo de pacientes.

En dos pacientes con hemihiperplasia compleja se identificd la ganancia de metilacién en el
CI1 en 11p15.5. Al estar hipermetilada dicha regién, se deduce una sobre expresion de
IGF2 lo que a su vez puede explicar el sobrecrecimiento corporal asimétrico en ambas

pacientes.

La baja frecuencia reportada en la literatura de alteraciones en el patron de metilacion es
similar a la encontrada en este estudio, lo cual hace suponer la existencia de mecanismos
moleculares alternos u otros tejidos afectados para explicar en los deméas pacientes la

presencia de hemihiperplasia aislada.

El porcentaje identificado de hipermetilacién de CI1 en este estudio indica que esta
alteracion es una causa poco frecuente en hemihiperplasia en pacientes mexicanos. No
puede descartarse la asociacion de hemihiperplasia aislada con formas frustradas de
sindrome de Beckwith-Wiedemann causada por sobreexpresion del gen IGF2.
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ANEXOS

Anexo 1. Hoja de datos para pacientes con Hemihiperplasia aislada

Nombre.
Registro.

Historia familiar positiva con diagnéstico de Hemihiperplasia aislada

Grado de parentesco:
Antecedentes perinatales:

_____Inicio prematuro de trabajo de parto
_____Hipoglucemia neonatal

____ Displasia mesenquimatosa placentaria
____Cordon umbilical engrosado

Datos clinicos:

__Nevus flammeus

_____ Pliegues infraorbitarios

____ Pliegues anteriores en pabellones auriculares
___Muescas en la parte posterior del hélix
_____Hernia umbilical

Hemihiperplasia

____ Prematurez
_____Polihidramnios
_____Macrosomia

____ Peso al nacimiento

_____Hipoplasia medio-facial
_____Macroglosia
_____Paladar hendido
____ Diéstasis de rectos
__ Onfalocele

Region anatomica/lateralidad | Lado derecho

Lado izquierdo

Cara

Corporal

Extremidades toracicas

Extremidades pélvicas

Anormalidades estructurales internas:

_____Visceromegalia intraabdominal

_____ Citomegalia de la corteza adrenal fetal
_____ Cardiomegalia

_____ Cardiomiopatia

_____Anormalidades cardiacas estructurales:
____Anormalidades renales:

Estudios paraclinicos y otras observaciones:

Edad 6sea avanzada
Observaciones

Neoplasia:

_____Tumor de Wilms
Dx. de inicio:
_____ Otro tumor:
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Anexo 2. Obtencién de la muestra sanguinea periférica

Se explicd detalladamente el procedimiento de toma de muestra sanguinea al
paciente y familiar.

Previa asepsia y antisepsia se colocé el brazo en hiperextension y se selecciond la
vena por palpacion en el area antecubital (antebrazo).

Mediante tubo S-Monovette® y dispositivo Multifly®-Set para toma de muestra
sanguinea se extrajo 1ml de la misma.

La muestra sanguinea fue almacenada a 4 °C hasta su procesamiento.

Anexo 3. Extraccion de DNA gendmico de sangre periférica

Se colocaron 300 pl de sangre periférica en un tubo con 900 pl de solucidn de lisis
para glébulos rojos, se mezclé e incubd durante 1 minuto a temperatura ambiente.

Se centrifugd durante 20 segundos a 13,000rpm, posteriormente se retird el
sobrenadante y se agitd en vartex para resuspender el botdn.

Se agreg6 300 pl de solucion de lisis celular y se resuspendié mediante pipeta hasta
obtener una solucion homogénea.

Se agregd 100 pl de solucion de precipitacion de proteinas, se agitdo en vortex a
méaxima velocidad durante 30 segundos y se centrifugé a 13,000rpm durante 1
minuto.

El sobrenadante resultante se transfirié a un tubo con 300 pl de isopropanol, se
mezcld por inversion durante 50 segundos y posteriormente se centrifugo durante 1
minuto a 13,000rpm.

Se decant6 el isopropanol, se agregaron 300 pl de etanol al 70%, se centrifugd a
13,000rpm durante 1 minuto y se decantd el etanol.

Posteriormente se colocaron los tubos en un desecador a velocidad media durante
15 minutos.

El DNA obtenido se resuspendié en 50 pl de solucion de hidratacion y se incubd
durante 1 hora a 60°C.

Finalmente se cuantific6 mediante espectrofotometria y se evalué la integridad
mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%.
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Anexo 4. Amplificacion de sondas dependiente de ligacion maltiple sensible a

metilacion (MS-MLPA)

1. Desnaturalizacion del ADN

Se agregaron 5ul de la muestra de DNA (aproximadamente 100ng) a tubos de 200
ul.

Se colocaron los tubos en el termociclador durante 5min. a 98 °C.

Posteriormente se enfrian los tubos a 25 °C antes de retirarlos del termociclador.

2. Reaccion de hibridacion

Se preparé la mezcla para hibridacion constituida por 1.5ul del amortiguador MLPA
(tapa amarilla) y 1.5ul de la mezcla de sondas (tapa negra). Se agito gentilmente.

Se agregaron 3ul de esta mezcla de hibridacion a cada uno de los tubos del paso 1.
Se mezclé mediante movimientos arriba y abajo con la pipeta.

Enseguida se colocaron los tubos en el termociclador a 95°C por 1min. y después
20hrs. a 60°C.

3. Reaccidn de ligacion y ligacion-digestion

Se prepard la mezcla de Ligasa-65. Para cada reaccion se mezclaron gentilmente:
8.25ul de agua destilada, 1.5ul de amortiguador B de Ligasa (tapa blanca) y 0.25pl
de enzima Ligasa-65 (tapa verde).

Posteriormente, se prepard la mezcla de Ligasa-Digestion. Para cada reaccion se
mezclaron gentilmente: 7.75ul de agua destilada y 1.5ul de amortiguador B de
Ligasa (tapa blanca). Enseguida se agreg6 0.25ul de la enzima Ligasa-65 (tapa
verde) y 0.5ul de la enzima Hhal.

Los tubos del paso 2 se mantuvieron a 20°C en el termociclador y después se
retiraron. Se agreg6 3ul de amortiguador A de Ligasa y 10ul de agua a cada tubo.
Despues de mezclarlo, se transfirieron 10ul de la mezcla total a un segundo tubo.

Se colocaron los tubos en el termociclador a 48°C y se agregd 10ul de la mezcla de
Ligasa-65 a los primeros tubos (prueba de nimero de copias).

Se agregaron 10ul de la mezcla de Ligasa-Digestion a los segundos tubos (prueba
de metilacion).
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» Se continuo con el programa de termociclador: 30 minutos a 48°C (para ligacion y
digestion Hhal), 5 min. a 98°C para la inactivacion térmica de las enzimas y se
pauso en 20°C para retirar los tubos del termociclador.

4. Reaccion de PCR

e Se agit6 la mezcla de oligonucleétidos SALSA PCR.

e Se prepard la mezcla de polimerasa. Para cada reaccion se mezclaron: 3.75ul de
agua destilada, 1ul de la mezcla de oligonucledtidos SALSA PCR (tapa café) y
0.25pl polimerasa (tapa naranja).

» A temperatura ambiente, se agregaron 5ul de la mezcla de polimerasa a cada tubo.

» Se colocaron los tubos en el termociclador con el siguiente programa: 35 ciclos de
30seg. a 95°C, 30seg. a 60°C y 60seg. a 72°C. Finalizando con 20min. de
incubacion a 72°C y se pauso a 15°C para retirar los tubos con productos de PCR.

5. Separacion de fragmentos por electroforesis capilar en secuenciador ABI® 310 de

Applied Biosystems

6. Analisis de los datos mediante el software Coffalyser V 1.0.
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