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Resumen

Introduccion: Las alteraciones epigenéticas y genémicas de la region improntada 11p15.5 producen crecimiento excesivo o
deficiente, que se manifiesta como sindrome de Beckwith-Wiedemann o sindrome de Silver-Russell, respectiva-
mente. Objetivo: Evaluar la técnica de analisis de metilacion MLPA (MS-MLPA, methylation-specific multiplex ligation-depen-
dent probe amplification) en el diagnéstico de los sindromes de Beckwith-Wiedemann y de Silver-Russell. Métodos: Se
evalué la metilacion y las variantes de 11p15.5 en pacientes con diagndstico clinico de sindrome de Beckwith-Wiedemann y
sindrome de Silver-Russell mediante la técnica MS-MLPA en ADN de sangre periférica. Resultados: Se identifico disomia
uniparental paterna y pérdida de metilacion del IC2 materno en dos pacientes con sindrome de Beckwith-Wiedemann, quienes
presentaron onfalocele y macroglosia, respectivamente. Se registré hipometilacién paterna del IC1 en dos pacientes con
sindrome de Silver-Russell de fenotipo clasico. Conclusiones: Se observé adecuada correlacién genotipo-fenotipo con los
defectos de metilacién encontrados, lo que confirma la utilidad del MLPA como estudio de primera linea en pacientes con
diagnéstico de sindrome de Beckwith-Wiedemann y sindrome de Silver-Russell.

Impronta. Defectos epigenéticos. Sindrome de Beckwith-Wiedemann. Sindrome de Silver-Russell.
Region 11p15.5. MS-MLPA.

Usefulness of the MS-MLPA technique in the diagnosis of Beckwith-Wiedemann
syndrome and Silver-Russell syndrome

Abstract

Introduction: Epigenetic and genomic imprinting alterations of the 11p15.5 region cause excessive or deficient growth, which result
in Beckwith-Wiedemann syndrome (BWS) or Silver-Russell syndrome (SRS), respectively. Objective: To evaluate the methylation-spe-
cific mulfiplex ligation-dependent probe amplification (MS-MLPA) methylation analysis technique in the diagnosis of BWS and SRS.
Methods: 11p15.5 methylation and variants were evaluated in patients with clinical diagnosis of BWS and SRS using the MS-MLPA
technique in peripheral blood DNA. Results: Paternal uniparental disomy and loss of maternal IC2 methylation were identified in two
patients with BWS who had omphalocele and macroglossia, respectively. Paternal IC1hypomethylation was recorded in two patients
with SRS of classic phenotype. Conclusions: Adequate genotype-phenotype correlation was observed with the methylation defects
that were identified, which confirms the usefulness of MLPA as a first-line study in patients diagnosed with BWS and SRS.

Imprinting. Epigenetic defects. Beckwith-Wiedemann syndrome. Silver-Russell syndrome. 11p15.5 region. MS-MLPA.
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La region cromosomica 11p15.5 contiene dos gru-
pos de genes improntados de expresion monoalélica
uniparental, regulados por dos regiones cis diferen-
cialmente metiladas, denominadas centros de control
de impronta 1 (IC1 o H19/IGF2 o H19-DMR) y 2 (IC2
0 KCNQ10T17).'2 El IC1 (paterno metilado inactivo/
materno no metilado activo) regula la expresion de
H19 (tumor supresor de expresidon materna) e IGF2
(factor de crecimiento tipo insulina 2 de expresion
paterna),®* con efectos antagénicos sobre el creci-
miento. El IC2 (materno metilado y paterno no meti-
lado), de expresién monoalélica paterna, bloquea la
transcripcion de expresiéon materna de CDKN1C (inhi-
bidor del ciclo celular) y KCNQ1 (canal de potasio
dependiente de voltaje), como se observa en la
Figura 1, los cuales regulan negativamente el creci-
miento celular (Figura 1).° Los defectos epigenéticos
y genomicos de 11p15.5 involucran un crecimiento
excesivo, como sucede en el sindrome de Beckwith-
Wiedemann (SBW), sobrecrecimiento lateralizado ais-
lado y tumor de Wilms no sindromico; o bien, un
crecimiento deficiente como en el sindrome Silver-
Russell (SSR) o hemihipoplasia aislada.t"" El ensayo
de amplificacion de sondas dependientes de ligacién
multiple sensible a metilacion (MS-MLPA) para la
region 11p15.5 evalua el estado de metilacién y varia-
ciones en el nimero de copias,®5”2' sin estudios en
México.

El SBW (OMIM #130650), o sindrome de exonfalos,
macroglosia, gigantismo, es un sindrome de sobre-
crecimiento con predisposicion a tumores (1:10 340
recién nacidos), que incluye (seguin el BWS Concensus
Statements, BWSCS)® macroglosia, onfalocele, sobre-
crecimiento lateralizado, tumor de Wilms multifocal o
bilateral, hiperinsulinismo severo persistente y hallaz-
gos histopatoldgicos, cada uno con valor diagndstico
de dos puntos. Los siguientes factores son sugestivos
(un punto): peso al nacimiento > 2 desviaciones
estandar, nevus flammeus, polihidramnios o placen-
tomegalia, fosetas o crestas auriculares, hipogluce-
mia transitoria, tumores tipicos del SBW
(neuroblastoma, rabdomiosarcoma, tumor de Wilms
unilateral, hepatoblastoma, carcinoma adrenocortical
o feocromocitoma), nefromegalia o hepatomegalia y
hernia umbilical o diastasis recti. Su diagndstico cli-
nico requiere = 4 puntos.® Su espectro en 11p15.5
incluye casos de sobrecrecimiento lateralizado y ati-
picos.” El SBW es un trastorno de impronta gendémica

por metilaciéon de la region 11p15.5 que incluye (en
80 % de los casos) lo siguiente:®568
- Pérdida de metilacion (PDM)
IC2 (50 %).
— Disomia uniparental (DUP) paterna del cromoso-
ma 11p15.5 (DUP(11)Pat) (20 %), con PDM del
IC2 y ganancia de metilacion del 1C1.
— Ganancia de metilacion materna en el
IC1 (5-10 %).

La frecuencia de sus manifestaciones varia por
defecto molecular (Tabla 1) y excluye etiologias detec-
tadas por otros métodos como la secuenciacién para
mutaciones intragénicas de CDKN1C (5 %), cariotipo
(< 1 %) o microarreglos (9 %); en 20 % de los casos
no es posible identificar defectos.*®

El SSR (OMIM #180860), a considerar en recién
nacidos pequefos para su edad gestacional (1:30 000-
1:100 000),” se caracteriza por (segun los criterios
revisados del Netchine-Harbison-Clinical Scoring
System, NH-CSS)'®'® retraso del crecimiento pre y
posnatal, macrocefalia, frente prominente, asimetria
corporal, dificultades para la alimentacién o indice de
masa corporal < 2 desviaciones estandar (Tabla 1).
Clinicamente se tratara de SSR si se presentan cuatro
0 méas de estas manifestaciones, distinguiéndose de
los recién nacidos pequefos para su edad gestacio-
nal.”” La mayoria de los casos de SSR se produce por
alteraciones en la regiéon 11p15.5, principalmente
hipometilacién del IC1 (aproximadamente entre 35 y
50 %), detectable por MS-MLPA (Tabla 1) o disomia
uniparenteal materna mosaico del cromosoma 11,
duplicaciones maternas de 11p15.5 o disomia unipa-
rental materna del cromosoma 7 (aproximadamente
entre 7 'y 10 %)."181

Se presenta la experiencia con el uso de MS-MLPA
para la region 11p15.5 en el diagndstico y correlacion
genotipo-fenotipo de pacientes con diagndstico cli-
nico de SBW y SSR, nacidos en el Hospital Civil de
Guadalajara “Dr. Juan I. Menchaca”, en Guadalajara,
Jalisco, México.

materna del

Métodos

Se estudiaron dos mujeres con diagnéstico clinico de
SBW y dos con SSR, detectadas en un periodo de tres
afios en el Centro de Registro e Investigacion sobre
Anomalias Congénitas, programa hospitalario de vigilancia
de defectos congénitos de nuestro hospital. Se realiz6
historia clinica, evaluacion antropométrica, exdmenes de
laboratorio (glucosa, insulina, alfa-fetoproteina, antigeno
carcinoembrinario, entre otras) y de gabinete
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Tabla 1. Caracteristicas clinicas y defectos epigenéticos en los sindromes Beckwith-Wiedemann y Silver-Russell

Sm rome Beckwith-Wiedemann

Pérdida de DUP paterna i
metilacion del IC2 metllacwn del IC1

Sindrome Silver-Russell

Caracteristicas cinicas’

Macroglosia 91 75
Macrosomia 54 61
Sobrecrecimiento lateralizado 24 76
Anomalias de orejas 60 39
Nevus flammeus 47 i
Hipoglucemia 39 46
Onfalocele 43 8
Hernia umbilical 20 28
Diastasis recti 12 15
Anomalias renales 9 26
Organomegalia 26 41
Anomalias cardiacas 11 7

Tumores embrionarios

% Caracteristicas cinicas* %
83 Pequefio para edad gestacional 92
67 Falla crecimiento posnatal 95
35 Macrocefalia relativa 82
31 Frente prominente 95
17 Asimetria corporal 73
38 Dificultad alimentacion/IMC bajo 98
6 Facies triangular 94
23 Clinodactilia de quintos dedos 75
32 Sudoracién excesiva 54
32 oz aguda o chirriadora 45
56 Anomalias genitales en varones 40
11 Retardo del lenguaje/motor 37-40
Hipoglucemia

MS-MLPA* HipoMet de IC2 D
ensayo de metilacion

Origen parental regién 11p15.5  (P/M)

UP paterna HiperMet del IC1 HipoMet del IC1
(P/P) (PIM)

Metilacion del 1C1 50 % (normal) GDM GDM PDM

Metilacion del IC2 PDM PDM 50 % (normal) 50 % (normal)

Relacion posdigestion de IC1 0.5 (normal) GDM GDM PDM

Relacion posdigestion de IC2  PDM PDM 0.5 (normal) 0.5 (normal)

Frecuencia 50 % 20 % 5-10 % 35-50 %

Correlacion Onfalocele Sobrecrecimiento  Onfalocele raro, Hipometilacion de IC1: asimetria
genotipo-fenotipot # TW raro localizado, TW frecuente corporal

onfalocele raro,

TWy HB
frecuentes

Duplicacién 11p15/DUP materna:
retardo psicomotor y del lenguaje

Del: delecién; DUP: disomia uniparental; GDM: ganancia de metilacién; HB: hepatoblastoma; HiperMet: hipermetilacién; HipoMet: hipometilacién; IC1: centro de impronta 1; IC2: centro
de impronta 2; M: materno; MS-MLPA: amplificacion de sondas dependiente de ligacién multiple sensible a metilacién; P: paterno; PDM: pérdida de metilacion; TW: tumor de Wilms.

fMussa et al.® y Brioude et al.;¢ *Saal et al.” y Azzi et al.;'” ¥Modificada de MRC Holland.?®

(ultrasonografias abdominal, renal y cardiaca). Las pacien-
tes cumplieron con los criterios para el diagnostico de
SBW (BWSCS)? y SSR (= 4, NH-CSS).” Se obtuvo apro-
bacién de la Junta de Etica en Investigacién de la Secretaria
de Salud de Jalisco con el registro #0200/18 HCJIM/2017.

Se realizé extraccion de ADN de sangre periférica
(ADN Blood Mini Kit, Qiagen). La busqueda de varia-
ciones en el nimero de copias y la evaluacion del

estado de metilacion de la region 11p15.5 se realiz6
utilizando SALSA MS-MLPA® Probemix ME030-C3
BWS/RSS (MRC-Holland, Amsterdam, Paises Bajos)
de 27 sondas especificas de SBWS y SSR, 13 de
ellas con un sitio de reconocimiento para Hhal, espe-
cifico de las regiones diferencialmente metiladas H19/
IGF2 y KCNQ1. Una alicuota se sometio a ligacion y
otra a ligacion mas digestion con Hhal. Fueron
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Figura 1. Representacion de la regién cromosémica 11p15.5. Los cuadros blancos representan los genes de expresién materna (=); los grises,
los de expresién paterna (-»); y los genes con lineas oblicuas verticales, los transcripcionalmente inactivos (). El promotor para KCNQOT1
(IC2) se encuentra en el intron 10 del gen KCNQ1 y esté normalmente metilado (@) en el alelo materno y desmetilado en el paterno (O), lo
que hace que se transcriban solo de los genes KCNQ1 y CDKN1C de origen materno. El centro de impronta intergénico H19/IGF2 (IC1) esta
metilado en el alelo paterno (@) y desmetilado en el materno (O), por lo que H19 tiene de forma exclusiva solo expresién materna e IGF2, solo

expresion paterna. Modificada de Baskin et al.* y Shuman et al.®

amplificadas por PCR, separadas por electroforesis
capilar (ABI-3100 genetic analyzer) y analizadas con
el programa Coffalyser® (MRC-Holland, Amsterdam,
Paises Bajos), con el que se interpretaron las varia-
ciones en el numero de copias y patrones de
metilacion.

. — N ]
Figura 2. Caracteristicas fenotipicas de los pacientes con sindrome de Beckwith-Wiedeman (SBW) y Silver-Russell (SSR). El paciente 1 (A-C)
y el paciente 2 (D-F) con SBW mostraron crestas lobulares (A-D) y fosetas retroauriculares (B,E), ademas de un onfalocele pequefio (C) y

grande (F), respectivamente. El paciente 3 (G) y el paciente 4 (H) con SSR presentaron hemihipoplasia de miembro pélvico inferior derecho (G)
e izquierdo (H), respectivamente.

Resultados
Paciente 1 (SBW)

Paciente femenina con diagndstico prenatal (a las
28 semanas de gestacion) de onfalocele vy
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Gréfico de distribucion del anélisis de metilacién mediante MS-MLPA de la regién 11p15.5 en las pacientes estudiadas con sindrome

de Beckwith-Wiedemann (SBW) (a, b) y sindrome de Silver-Russell (SSR) (c, d). En la paciente 1 con SBW (a) se identifico pérdida de metilacién

en KCNQT1 (circulos y flecha rojas) y ganancia de metilacion en H19 (circulos y flechas azules), que indican disomia uniparental paterna del IC1

e IC2. En la paciente 2 con SBW (b) se observo pérdida de metilacion en el gen KCNQ10OTT1 (circulos y flecha rojas), que demuestra pérdida de
metilacion del IC2 en el cromosoma materno. En la paciente 3 (c) y en la paciente 4 (d) con SSR, la distribucién obtenida mostré en ambas una

pérdida de metilacion en el gen H19 (circulos y flechas rojas), lo que correlaciona con un patrén de hipometilacion del IC1 en el cromosoma paterno.
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Tabla 2. Hallazgos fenotipicos y resultados del ensayo de MS-MLPA en las pacientes estudiadas con los sindromes Beckwith-Wiedemann
y Silver Russell

Pacientes con sindrome de Beckwith- Wiedemann

Caracteristicas clinicas Paciente 2

Sexo Femenino Femenino

Edad gestacional (semanas) 37 38

Manifestaciones cardinalest

Macroglosia + +
Onfalocele + +
Sobrecrecimiento lateralizado - -
Caracteristicas sugestivas
Macrosomia + +
Nevus flammeus + +
Polihidramnios o placenta grande +/Se ignora -/Se ignora
Fosetas o crestas en auriculares + +
Hipoglucemia transitoria - +
Nefromegalia o hepatomegalia + -
Ensayo de MS-MLPA
Sin digestion con Hhal rsa 11p15.5(MLPA MEO30) x2 rsa 11p15.5(MLPA MEQ30) x2
Numero de copias (NC) 2 (MM) 2 (MM)
Relacion de NC 1.09 1.11
Porcentaje de metilacion 100 % 100 %
Relacion NC posdigestion Hhal KCNQ10T1 (0.15)/H19 (1.36) KCNQ10OT1 (0.07)/H19 (0.55)
Mecanismo causal DUP paterna Hipometilacion del IC2

Pacientes con sindrome de Silver-Russell

Sexo Femenino Femenino

Edad gestacional (semanas) 36 38

Criterios NH-CSS*

Retraso del crecimiento prenatal + +
Retraso del crecimiento posnatal + +
Macrocefalia relativa + +
Frente prominente + +
Asimetria corporal + +
Problemas para alimentacion + +

Ensayo de MS-MLPA

Sin digestion con Hhal rsa 11p15.5(MLPA MEQ30) x2 rsa 11p15.5(MLPA MEQ30) x2
Numero de copias (NC) 2 (MM) 2 (MM)

Relacion de NC 1.03 1.16

Porcentaje de metilacion 100 % 100 %

Relacion NC posdigestion Hhal H19 (0.15) H19 (0.19)
Mecanismo causal Hipometilacion del IC1 Hipometilacion del IC1

fCriterios del BWS Concensus Statements (BWSCS).®
*Puntuacion clinica de Netchine-Harbison y Clinical Scoring System (NH-CSS)."”

polihidramnios. Hija de de padres sanos no consan- puntuacion de 9 con los criterios BWSCS,® comunica-
guineos, sin productos previos alterados, con peso de  cidn interauricular tipo ostium secundum por ultraso-
3710 g (> p90) y talla de 50 cm (p75-90). Como hallaz- nografia cardiaca y nefromegalia por ultrasonografia
gos clinicos (Figura 2 ¥ Tabla 2) se encontré renal. Los resultados de laboratorio fueron normales.
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Fallecié al mes de edad por sepsis relacionada con
el onfalocele. Con el ensayo de MS-MLPA no se
detectaron variaciones en el ndmero de copias y su
andlisis de metilacion mostré ganancia de metilacion
del IC1y PDM del IC2 (Tabla 2 y Figura 3), indicativas
de DUP(11)Pat.

Paciente 2 (SBW)

Paciente femenina producto de padres sanos no
consanguineos, sin antecedentes heredofamiliares
relevantes, con peso de 4020 g (> p90) y talla de
59 cm (> p 90). Como hallazgos clinicos (Figuras 2 y
Tabla 2), con puntuacion de 9 conforme a los criterios
del BWSCS.® Presenté ldbulo auricular izquierdo
bifido y comunicacidn interauricular tipo ostium secun-
dum. La tomografia axial computarizada de craneo y
la ultrasonografia abdominal fueron normales. Sin
desarrollo de tumores en ocho afios. El ensayo de
MS-MLPA no detectd variaciones en la numero de
copias en 11p15.5 ni en la metilacion, pero identifico
un patréon de PDM del IC2 del cromosoma materno
(Tabla 2 y Figura 3).

Paciente 3 (SSR)

Paciente femenina hija de padres sanos no consan-
guineos, producto de embarazo normoevolutivo, con
retardo del crecimiento intrauterino identificado por
ultrasonografia prenatal. Naci6 a las 36 semanas de
gestacion, con peso de 1680 g (< p10), talla de 41 cm
(< p10) y perimetro cefélico de 33 cm (p50-75). Los
hallazgos clinicos se describen en la Tabla 2, con seis
manifestaciones segun los criterios NH-CSS."” Se
observd facies triangular, labios delgados, clinodacti-
lia y pliegue Unico de flexién en quintos dedos, plie-
gue palmar transverso unico en mano derecha y
zigodactilia de artejos, asi como franca hemihipopla-
sia del miembro pélvico derecho (Figura 2). La tomo-
grafia axial computarizada y los estudios de laboratorio
fueron normales. El ensayo de MS-MLPA no detecté
variaciones en el numero de copias en 11p15.5 y en
su andlisis de metilacion se identificé un patrén de
PDM del IC1 paterno (Figura 3).

Paciente 4 (SSR)
Paciente femenina valorada por asimetria de miem-

bro pélvico izquierdo, hija de padres sanos no con-
sanguineos. Cursd con retraso del crecimiento

intrauterino y oligohidramnios. El peso al nacimiento
fue de 1935 g (< p10), talla de 39.5 cm (< p10) y peri-
metro cefélico de 32.9 cm (p50). Los hallazgos clini-
cos relevantes se describen en la Tabla 2 y Figura 3.
Se identificaron las seis manifestaciones de los crite-
rios NH-CSS."” Ademas, presento hipertricosis frontal
y auricular, nevus flammeus frontal, clinodactilia de
quintos dedos y pliegue palmar transverso unico bila-
teral. La resonancia magnética nuclear de craneo, las
ultrasonografias renal y cardiaca, asi como los estu-
dios de laboratorio fueron normales. El ensayo de
MS-MLPA no detecté variaciones en el numero de
copias en 11p15.5 y el andlisis de metilacion mostrd
un patrén de PDM del IC1 paterno (Figura 3).

Discusion

El analisis de MS-MLPA permitié identificar defec-
tos moleculares en la regién improntada 11p15.5 en
las cuatro pacientes, y usarlos para diagndstico,
manejo, asesoramiento genético y riesgos de recu-
rrencia de los SBW y SSR,*87™ a un costo relativa-
mente bajo. La cohorte fue pequefia, pero
representativa del periodo evaluado.

En el SBW, la metilacion de 11p15.5 por MS-MLPA
resulta anormal, independientemente de si el meca-
nismo implicado es una PDM del IC2, ganancia de
metilacion del IC1, variaciones en el niumero de copias
o por DUP(11)Pat (PDM del IC2, con ganancia de meti-
lacién simultanea del IC1), excepto mosaicismos de
baja proporcién.52' EI MS-MLPA de la paciente 1 indicd
claramente una DUP(11)Pat (Tabla 2 y Figura 3), resul-
tado que recomendariamos confirmar mediante analisis
de microsatélites. Contrario a lo observado en esta
paciente, la PDM del IC2 en los casos de DUP(11)Pat
se ha asociado previamente a una mayor frecuencia de
sobrecrecimiento lateralizado (76 %) y menor frecuen-
cia de onfalocele (8 %),>° mientras que la ganancia de
metilacion del IC1 parece implicar un riesgo aumentado
de tumores (de 15 a 25 %), por pérdida de la funcién
supresora de H19, como ocurre en los tumores con
alteracion epigenética aislada.?* Otras manifestaciones
asociadas a la DUP(11)Pat son anomalias renales,
nefrocalcinosis y trastorno de espectro autista.®

El onfalocele pequefio que presento la paciente 2
se correlaciona con la ganancia de metilacion del IC2
identificada mediante MS-MLPA (Tabla 2 y Figura 3),
acorde con este subgrupo molecular (Tabla 1) y con
riesgo bajo de tumor de Wilms (2.6 %),> no obser-
vado en esta paciente.
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La cardiopatia congénita en ambas pacientes con-
cuerda con PDM del IC2.% Los defectos de metilacion
encontrados mediante MS-MLPA en la paciente 1, con
DUP(11)Pat, y en la paciente 2 (con PDM del I1C2)
indican riesgo de recurrencia bajo, como se observd
en 85 a 90 % de los casos con SBW sin presentacion
familiar.?® Solo las mutaciones puntuales de CDKN1C
(40 % de casos familiares) y las microdeleciones de
IC1 o microduplicaciones del IC2 suponen riesgo de
recurrencia alto (en 50 % de los casos).®®

Las dos pacientes con SSR presentaron las seis
caracteristicas diagndsticas indicadas en los criterios
NH-CSS' e hipometilacién del IC1 paterno en 11p15.5,
una expresion paterna reducida de IGF2 y una expre-
sién materna incrementada de H79, que resulta en
una severa restriccion del crecimiento fetal (Figura 1),
por lo que la MS-MLPA puede ser un estudio de pri-
mera linea en esta entidad.”'%'2148 g hipometilacion
del IC1 paterno ocurre en 60 % de los casos de SSR
y correlaciona con la presencia de manifestaciones
mas clasicas y severas, incluida afectacion del peso
y talla al nacimiento, asimetria corporal, macrocefalia
relativa y rasgos faciales caracteristicos (Tabla 1), no
observados en los casos que no involucran el IC1 de
11p15.5,”'” como en la disomia uniparental materna
del cromosoma 7 de fenotipo leve; solo se registra
20 % con manifestaciones completas de SSR." La
marcada asimetria de extremidades observada
(Figura 2) puede atribuirse a una variacion tisular en
el grado de hipometilacién de 1C1."° Finalmente, en
40 % de los pacientes con diagndstico clinico de SSR
no se logra identificar el defecto molecular o la
causa.’’®

Conclusiones

El analisis de MS-MLPA detect6 defectos epigené-
ticos en la region 11p15.5 en las pacientes estudiadas.
En las pacientes con SBW identific6 DUP(11)Pat y
PDM del IC2 materna, respectivamente. En las
pacientes con SSR identificd hipometilaciéon paterna
del IC1. En ambas entidades, observamos una ade-
cuada correlacion genotipo-fenotipo con los defectos
de metilacion encontrados. Se confirm¢ la utilidad de
la técnica como estudio de primera linea en pacientes
con el diagndstico clinico de SBW y SSR.
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