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PILAR CARRASCO SALAS.
Centro de Genética Molecular Genetaq (Malaga).

Palabras clave: metilaciéon ADN, sindrome Prader-Willi, sindrome Angelman, impronta
gendmica.

EXPOSICION DEL CASO CLIiNICO

Presentamos el caso de un recién nacido varén con hipotonia neonatal y criptorquidia bi-
lateral (ausencia de testiculos en la bolsa escrotal), hijo de padres sanos no consanguineos.
La madre habia sufrido un aborto previo. El embarazo fue de 36 semanas, controlado y sin
patologia, con movimientos fetales normales. Parto espontaneo, de presentacion cefalica.
Peso: 2,620 g. Longitud: 50,1 cm y perimetro craneal: 32 cm.

A los 15 dias de edad ingresa por hipotonia marcada y ganancia ponderal nula. Recibe ali-
mentacion mediante sonda nasogastrica por succiéon ineficaz.

La hipotonia plantea un diagnéstico diferencial amplio, que implica la realizacién de nume-
rosas exploraciones complementarias para descartar causas tan diversas como sufrimiento
fetal agudo, malformaciones cerebrales, enfermedades neuromusculares o metabdlicas o
sindromes genéticos. La criptorquidia puede ocurrir como una alteracion aislada en nifos
sanos o, por el contrario, la podemos encontrar formando parte de otras enfermedades
endocrinas, genéticas, diversos sindromes u otras anormalidades morfolégicas.

Para descartar las principales enfermedades que cursan con hipotonia durante el periodo
neonatal, se realizaron ecografias (cerebral y abdominal) y tomografia computarizada cra-
neal, y se solicitaron estudios metabdlicos (amonio, lactato, piruvato, gasometria venosa,
aminoacidos y acidos orgdnicos en sangre y orina, acidos grasos de cadena muy larga, car-
nitina libre y total y acilcarnitinas) cariotipo y estudio genético del sindrome Prader-Willi
y del sindrome de di George.
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INTRODUCCION

El sindrome de Prader-Willi (SPW) es una enfermedad genética compleja que se produce
por la deficiencia de los genes que se expresan en el alelo paterno en la regién 15q11-q13.
La deficiencia en esa misma region de los genes que se expresan en el alelo materno da
lugar a otra enfermedad distinta: el sindrome de Angelman (SA).

La region 15g11-q13 es una de las regiones cromosémicas en las que se han detectado ge-
nes improntados o marcados. A diferencia de la mayoria de genes de nuestro genoma, que
se expresan desde sus dos alelos, el materno y el paterno, los genes improntados son aque-
llos que se expresan exclusiva o preferencialmente sélo en uno de ellos, es decir, uno de
los alelos no se transcribe y por tanto, el genoma improntado es funcionalmente haploide.

El fendmeno de marcaje del ADN, conocido como impronta genémica, no supone cambios
en la secuencia de nucleétidos de esos genes; se produce por la adicién de grupos metilos
a los residuos de citosina de los dinucle6tidos formados por citosina y guanina (CpGs). Los
grupos metilos pueden crear una configuracién local de la cromatina que hace los genes
inaccesibles y por ello transcripcionalmente inactivos. En general, un alto nivel de metila-
cion de los genes se relaciona con un bajo nivel transcripcional, aunque no siempre es asi.

El marcaje tiene lugar durante la gametogénesis. En cada ciclo reproductivo, los patrones
de marcaje o imprinting han de establecerse de nuevo, puesto que lo que en una meiosis es
material de origen paterno (por ejemplo, transmisién de un varén a su hija), en la siguien-
te meiosis pasa a ser marcado como materno (cuando esa hija tenga descendencia). Para
poder cambiar el imprinting es necesario borrar toda la informacién previa.

Todos los genes improntados en esta region, incluyendo el gen SNURF-SNRPN, muestran
expresion especifica del alelo paterno (es decir no estdn metilados en el alelo paterno),
excepto los genes UBE3A y ATP10A, que muestran expresion materna en ciertos tejidos,
especialmente cerebro. El centro de imprinting de esta regién consta de dos partes: un
centro de imprinting para SPW y otro para SA (Figura 1).
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Figura 1: Genes localizados en la region SPW y SA. Las cajas azules representan los genes expresados
en el alelo paterno, las rojas los que se expresan en el alelo materno y las negras los que se expresan
desde los dos alelos. Las flechas indican el sentido de la transcripcion. El centro de imprinting tiene una
estructura bipartita: una regién SA (en naranja) y otra SPW (en azul)..
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En la oogénesis se activa el centro de imprinting SA, que, a su vez, bloquea la funcién del
centro de imprinting SPW. Como resultado, los gametos femeninos sélo expresan los genes
UBE3A y ATP10A. En cambio, en la espermatogénesis el centro AS esta bloqueado, de ma-
nera que el centro de imprinting SPW es ahora activo y promueve la expresion de todos los
genes de expresion paterna, y bloquea la expresién de UBE3A y ATP10A.

1.1. Rasgos clinicos

Los rasgos clinicos del SPW y del SA son diferentes, a pesar de ser debidos a anomalias en
la misma region 15q11-g13. La incidencia es similar en ambos: 1 de cada 20.000 recién na-
cidos.

El SPW se caracteriza por hipotonia neonatal, apariencia facial caracteristica, hipogona-
dismo, hiperfagia con obesidad de comienzo a los 1-2 afios de edad, estatura baja, retraso
en el desarrollo, retraso mental moderado y un fenotipo conductual propio del sindrome.
No obstante, muchos de sus rasgos son poco especificos y otros cambian con la edad, sobre
todo a partir de los 3 afios. Esta variabilidad puede a veces dificultar su diagnéstico clinico,
sobre todo a edades tempranas.

El SA se caracteriza por risa inmotivada, dismorfia craneofacial (microcefalia, prognatismo,
lengua protuberante), marcha espasméddica, lenguaje practicamente nulo, hipermotrici-
dad, retraso mental grave y convulsiones.

1.2. Alteraciones moleculares

Estos dos sindromes pueden ser consecuencia de varias anormalidades genéticas: 1) dele-
cion de la regién 15g11-q13, 2) disomia uniparental (DUP), 3) mutaciones de imprinting y
4) mutaciones en el gen UBE3A en el caso del SA (Figura 2).

La delecion de la region 15911-q13 se observa en la mayoria de los pacientes con SPW 'y
SA (un 70 % aproximadamente). En el SPW la delecién ocurre siempre en el alelo paterno,
mientras que en el SA se observa en el materno.

Se habla de DUP cuando ambas copias de un cromosoma determinado, o de una region
cromosoémica, proceden de un solo progenitor. Si los dos cromosomas son idénticos como
resultado de la duplicacién de uno de ellos, se habla de isodisomia, mientras que si los
dos cromosomas presentes son los dos homoélogos de un mismo progenitor se denomina
heterodisomia. En el SPW se observa DUP materna (los dos cromosomas 15 proceden de la
madre y faltan los genes paternos), mientras que en los pacientes con SA se detecta DUP
paterna. La DUP es mas frecuente en el SPW que en el SA (25-30 % frente a 2-5 %, respec-
tivamente).

En algunos pacientes (1-3 % en SPWy 2 -4 % en SA) la enfermedad se debe a mutaciones
qgue afectan a los centros de imprinting. Como consecuencia, no se pueden reestablecer
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los patrones durante la gametogénesis en el caso de que haya transmision de un sexo al
opuesto (madre-hijo 6 padre-hija). El resultado es el mismo que se observa en la disomia
uniparental: ambos alelos llevan el mismo patrén de imprinting. Un ejemplo es el caso de
una abuela portadora de una mutacién en el centro de imprinting SPW del cromosoma 15
que ha heredado de su madre y que lleva marcado como materno. Al transmitir este cro-
mosoma a sus hijos varones, el cromosoma mutado pasara marcado como materno, por lo
gue no es necesario reestablecer el imprinting y los hijos seran portadores sanos (llevaran
un cromosoma marcado como paterno y otro como materno). En cambio, en la siguiente
generacion, estos varones deberdn pasar su cromosoma 15 marcado como paterno, y la
marca que lo identificaba como materno debera ser borrada durante la espermatogénesis
y sustituida por la marca que lo identifique como paterno. Sin embargo, en estos indivi-
duos dicho cambio no serd posible, debido a la mutacion en el centro de imprinting del
cromosoma 15 materno, por lo que la descendencia llevard dos cromosomas con patrén
materno y desarrollara SPW.

La mayoria de defectos de imprinting se debe a mutaciones epigenéticas, es decir, mu-
taciones que producen cambios en la cromatina pero no en la secuencia de nucleétidos.
La metilacion del ADN o la modificacion de histonas son dos mecanismos epigenéticos
de regulacién génica. Las mutaciones epigenéticas en estos sindromes se producen nor-
malmente de manera espontanea, no son heredadas. Si las epimutaciones se producen
durante la formacién de los gametos, todas las células del paciente estaran afectadas. Si
por el contrario, ocurre después de la fecundacién, resultara en mosaicismo somatico (sélo
algunas poblaciones celulares tendran el defecto de imprinting). En aproximadamente un
tercio de los pacientes con SA y una mutacién epigenética, se observa un patrén alterado
de metilacién en mosaico. Sin embargo, el mosaicismo somatico en pacientes con SPW y
una mutacion epigenética es raro.

En un 10 - 15 % de los casos, el defecto de imprinting se debe a la presencia de una mi-
crodelecién. En la mayoria de los casos, esta microdelecion es familiar y esta asociada a un
50 % de riesgo de recurrencia, sin embargo en algunos casos se trata de una delecién de
novo o es consecuencia de un mosaicismo germinal (mosaicismo en los espermatozoides o
en los 6vulos) en el padre o en la madre.

Po ultimo, en un 10 % de los pacientes con SA se detecta una mutacion en el gen UBE3A.
La mayoria de mutaciones son de novo, sélo un 20 % aproximadamente de las madres lle-
van la misma mutacion.

1.3. Consejo genético

Es muy importante de cara al consejo genético conocer por qué causas se ha producido el
SPW o el SAy si se trata de alteraciones de novo o heredadas. Para la descendencia, el ries-
go de recurrencia de las deleciones de la region 15g11-q13 y de la DUP es menor del 1 %,
excepto si éstos se han producido por la presencia de algun reordenamiento cromosémico
en alguno de los progenitores, en cuyo caso el riesgo es mayor.
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Figura 2: Defectos moleculares en SPW y SA. Se indica la frecuencia y el riesgo de recurrencia
en cada caso. * El riesgo de recurrencia para la delecion de la region 15q11-q13 y para la DUP
es < 1 % sino son consecuencia de la presencia de algun reordenamiento cromosémico en alguno
de los progenitores.

Con respecto a las mutaciones que afectan a los centros de imprinting, hay que tener en
cuenta que la mayoria de las epimutaciones (un 85 %) y que la mitad de las microdelecio-
nes de los centros de imprinting se producen de novo. En estos casos el riesgo es también
minimo (<1 %).

Sin embargo, para las epimutaciones heredadas o para las microdeleciones familiares el
riesgo varia. El riesgo para el progenitor portador sano de una de estas mutaciones de im-
printing es bien del 50 % de hijos enfermos o bien del 50 % de hijos portadores, segun el
sexo del progenitor y el origen paterno o materno del cromosoma en el que porta la muta-
cion. Los padres con la mutacién en el cromosoma heredado de su madre y las madres con
mutacién en el cromosoma heredado de su padre tienen un 50 % de riesgo de hijos afectos
de SPW en el primer caso y de SA en el segundo. Los padres portadores de la mutacién en
el cromosoma heredado de su padre y las madres con la mutacién en el cromosoma here-
dado de su madre tienen un 50 % de riesgo de hijos portadores, que podran transmitir, a
su vez, la enfermedad a sus hijos.
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1.4. Estrategia diagnéstica.

Aunque el diagnostico del SPW y del SA depende la disponibilidad de una u otra técnica
en el laboratorio, lo recomendable es comenzar con el estudio del patrén de metilaciéon de
la region 15g11-q13, que permite detectar deleciones, DUP y defectos de imprinting. Las
técnicas con mayor sensibilidad para estudiar la metilacion de esta regién son el test de
metilacién mediante PCR y la técnica MS-MLPA.

- El test de metilacién mediante PCR se basa en la capacidad del ADN para modificar su
secuencia de bases cuando se trata con bisulfito. Este tratamiento consigue convertir las
citosinas en uracilos, excepto las que se encuentren metiladas, que permaneceran inaltera-
das. De este modo, variara la secuencia nucleotidica, pudiéndose diferenciar el ADN que se
encuentra metilado del que no lo esta. Esta diferencia en la secuencia permite realizar me-
diante PCR amplificaciones especificas para cada alelo. Normalmente, se utilizan cebadores
especificos para la region entre el promotor y el exédn 1 del gen SNURF-SNRPN (Figura 3).

5’ —agcacgcctg cgcggccgea gaggcagget ggegegeatq.GCGGCCGCCG GAGATGCCTG ACGCATCTGT-3'  Alelo metilado

5'-agcacgcctg cgeggecgea gaggcagget ggegegeatdg...GCGGCCGCCG GAGATGCCTG ACGCATCTGT-3"  Alelo no metilado

' Tratamiento con bisulfito

5" —aguacguutg cgcggucgua gagguaggut ggcgcguatd...GCGGUCGUCG GAGATGUUTG ACGUATUTGT-3'  Alelo metilado

»

5’ —aguauguutg ugugguugua gagguaggut gguguguatg...GUGGUUGUUG GAGATGUUTG AUGUATUTGT-3"  Alelo no metilado

. Cebador directo

< —_— Cebador reverso

Figura 3: Representacion esquematica del tratamiento con bisulfito, en el que las citosinas no metiladas
se convierten en uracilos. Los cebadores utilizados en la PCR son especificos de las secuencias modificadas
de los alelos materno y paterno de una region del gen SNURF-SNRPN, que se encuentra metilada (es decir,

silenciada) en el alelo materno y no metilada (activa) en el alelo paterno.

Con este test se puede establecer el diagndstico clinico de la enfermedad, pero son nece-
sarios estudios adicionales (FISH o analisis de microsatélites) para conocer el mecanismo
molecular por el que se produce.

- MS-MLPA (Methylation Specific-Multiple Ligation Probe Amplification) es una modifica-
cion de la técnica de MLPA y permite identificar alteraciones en el niUmero de copias al mis-
mo tiempo que modificaciones en la metilacién. Por tanto, en caso de deleciones, DUP o
defectos de imprinting, también permite establecer el diagnéstico de estos dos sindromes,
pero ademas identifica si la causa es una delecién en la regién 15q11-g13. Si se observa



Sindrome de Prader-Willi y sindrome de Angelman P. Carrasco

alteraciéon en la metilacién pero no hay deleciéon en dicha regién, deben realizarse otros
estudios para saber si el patron de metilacion alterado se debe a DUP o a una mutacion
epigenética (el MS-MLPA también detecta deleciones en el centro de imprinting de esta
region).

El MS-MLPA utiliza sondas que reconocen secuencias especificas de ADN que contienen
dianas de restriccion para el enzima Hhal sensible a la metilaciéon. Cuando estas sondas se
unen a zonas no metiladas del genoma, los hibridos que se generan son digeridos con la
enzima de restricciéon. Las sondas digeridas no podran ser amplificadas mediante PCRy por
tanto, no se observara senal cuando se realice la electroforesis capilar. Por el contrario, si el
ADN de la muestra esta metilado, los grupos metilo protegen contra la digestiéon de Hhal
y se generara sefal en la electroforesis.

La mayoria de laboratorios que realizan esta técnica utilizan el kit de MRC-Holland (SALSA
MEO028).

- FISH (Hibridacion in situ fluorescente). Esta técnica permite analizar la presencia de de-
lecion en la regidn 15911-q13 en ambos cromosomas 15, empleando sondas de ADN espe-
cificas de dicha regién marcadas con fluorocromos. La observacion se realiza mediante un
microscopio 6ptico de fluorescencia (se puede consultar un ejemplo de delecion detectada
mediante FISH en la pagina http:/genetik-praxis.de/leistungen_2.html)

- Andlisis de microsatélites. Los microsatélites son secuencias de ADN constituidas por re-
peticiones de nucledtidos de 1 a 6 pares de bases, que se repiten en tandem un numero
determinado de veces. Se trata de secuencias altamente variables, entre y dentro de indivi-
duos, con un numero diferente de repeticiones en cada caso, lo que da lugar a diferencias
en la longitud de los alelos del mismo locus.

Su deteccion se realiza mediante amplificacion por PCR de la regién que los contiene, em-
pleando cebadores marcados con fluorocromos complementarios a las regiones flanquean-
tes. Posteriormente, se visualiza la diferencia de tamafio de estos amplicones mediante
electroforesis capilar.

El estudio de microsatélites permite diferenciar si el origen de ambos cromosomas es bi-
parental (un cromosoma proviene del padre y el otro de la madre) o provienen del mismo
origen parental. En este Ultimo caso podemos confirmar que se trata de una DUP y en caso
de obtener un resultado que confirme herencia biparental, el diagnostico sera, por exclu-
sion, un defecto en la impronta.

En la Figura 4 se muestra la estrategia diagnostica a seguir en el SPW y en el SA.
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Figura 4: Algoritmo diagndstico en el SPW y en el SA. En caso de iniciar el estudio de metilacion mediante
MS-MLPA y observar un patrén alterado, no seria necesario realizar el estudio de deleciones.

RESULTADOS DEL CASO CLINICO

Las ecografias no mostraron hallazgos patolégicos. El cariotipo convencional y el estudio
FISH para la delecion del22q11 responsable del sindrome de di George también fueron
normales. Los estudios metabdlicos no presentaron alteraciones.

Sin embargo, el estudio molecular del SPW mostré un patrén alterado. En gel de agarosa
se observo, al realizar el test de metilacion mediante PCR, la ausencia del alelo paterno del
gen SNURF-SNRPN, sélo fue posible amplificar el alelo metilado de dicho gen (Figura 5).

No metilado

<160 pb

Figura 5: Visualizacion en gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio de los productos de PCR
obtenidos con cebadores especificos de los alelos metilado y no metilados del gen SNURF-SNRPN.
C-: Control negativo, M: Muestra del caso indice. El fragmento de la cadena metilada tiene un tamafno
de 130 pares de bases (pb), mientras que el tamafo de la cadena no metilada es de 160 pb.
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Este patrén de metilacion anormal era compatible con SPW. Para realizar un consejo gené-
tico adecuado, era importante conocer el mecanismo molecular por el que se habia produ-
cido la falta de contribucion paterna en esta region.

Para ello, y dado que en la mayoria de los pacientes con SPW (un 70 % aproximadamen-
te), la ausencia del alelo paterno se debe a una delecion en la region 15q11-q13, se llevo
a cabo, siguiendo las instrucciones del fabricante, la técnica MS-MLPA con el kit ME028
(MRC Holland), disponible en nuestro laboratorio. Los resultados obtenidos se analizaron
mediante el software Coffalyser.Net.

Este analisis mediante MS-MLPA consta de dos partes: 1) Test de copias (para detectar la
presencia de deleciones) y 2) determinacién del patréon de metilacion comparando la sefAal
de cada sonda sensible a la metilacién antes y después de digerir con la endonucleasa. En
individuos sanos, se observa un 50 % de reduccion en la sefal de estas sondas al afiadir la
enzima (el alelo paterno no esta metilado, y no produce sefial, mientras que el alelo ma-
terno si).

En el caso que nos ocupa, se confirmdé que habia un patrén alterado de metilaciéon en la
region 15q11-g13, pero no se detectaron deleciones en dicha regién (Figura 6).
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Figura 6: A) Test de copias del MS-MLPA (para detectar la presencia de deleciones). Los resultados de la
muestra para cada una de las sondas incluidas en este estudio se indican mediante puntos. Rango
normal: linea azul y roja. Los diagramas de caja representan el rango de valores (intervalo de confianza
95%) estimados en funcion de los resultados de los controles utilizados. B) Estudio del patrén de
metilacion. Se observa que la sefial de las sondas sensibles a la metilacion (circulos verdes) disminuye en
menor proporciéon en el paciente (izquierda) que en un individuo sano (derecha). Esto es compatible
también con la ausencia de alelo paterno.
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Dada la negatividad del estudio de deleciones, se solicité muestra de los progenitores para

continuar con el analisis de microsatélites de la regiéon 15q11-q13. Se amplificaron median-

te PCR con cebadores marcados con fluorocromos cinco fragmentos de dicha regiéon que
contienen microsatélites, conocidos como TK4, GABRB3, IR4-3R, 196 y D155128. En la Figu-
ra 7 se muestra las pares de bases de los fragmentos amplificados para cada uno de estos

marcadores tras realizar la electroforesis capilar. Se observa que en el nifio los tamafos de

los alelos amplificados para cada uno de los marcadores son iguales que los de la madre.
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Marcador analizado Caso indice
TK4 166-171 159-167 166-171
GABRB3 183-196 179-180 183-196
IR4-3R 240-247 242-245 240-247
196 256-264 252-260 256-264
D155128 150-200 190-204 190-200

Figura 7: Arriba: Imagen obtenida con el software GeneMapper (Applied Biosystems) de la amplificacién
del microsatélite 196 en el caso indice y en sus padres. Abajo: Resultados del estudio de microsatélites para
el resto de marcadores.
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Segun los resultados obtenidos, la ausencia de alelo paterno en el paciente se debe a que
ha heredado los dos cromosomas homélogos de la madre (heterodisomia). La heterodiso-
mia ocurre normalmente de novo y el riesgo de recurrencia es inferior al 1 %, excepto si
hay alguna translocacion robertsoniana en la madre, en cuyo caso, el riesgo es teéricamen-
te mayor. Dado que, segun el cariotipo realizado, los dos cromosomas 15 del probando son
normales, puede asumirse que la madre no presenta este tipo de translocaciones, y por
tanto el riesgo de recurrencia en esta familia es minimo.
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Figura 8: . Mecanismos de formacion de heterodisomia de cromosomas enteros: complementacion
gamética o correccion poscigética de una trisomia inicial. Modificado de Soler Ay cols,
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RESUMEN

El desarrollo de la genética y de las técnicas de biologia molecular ha sido de gran utilidad
en la evaluacién de neonatos con hipotonia. Hay numerosas enfermedades del recién naci-
do que pueden presentarse con este signo, por lo que el proceso diagnéstico que hay que
realizar para encontrar la etiologia es complejo.

El SPW es una causa frecuente de hipotonia neonatal. Se produce por anomalias en los
genes improntados del brazo largo del cromosoma 15. El SA, otra enfermedad neurogené-
tica diferente, se produce por una alteracién molecular en esa misma region. La diferencia
estriba en el origen paterno o materno del material genético alterado o ausente.

Son varias las alteraciones moleculares que pueden producir SPW o SA: delecion de novo
de esa region (en la mayoria de los casos), DUP, defecto de imprinting o mutacién en el
UBE3A, en el caso del SA. En la actualidad, las técnicas de laboratorio de mayor sensibilidad
para el diagnéstico de estas patologias son el test de metilacion mediante PCR y el MS-ML-
PA. En la mayoria de los casos, es necesario realizar estudios moleculares adicionales para
establecer el mecanismo implicado y para poder realizar un consejo genético adecuado.
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